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A atual preocupação com a segurança dos alimentos é responsável por 
grande parte dos controles realizados, visando determinar resíduos de produtos 
químicos nos mesmos. No caso dos produtos de origem animal, a grande 
preocupação são os resíduos de fármacos veterinários, principalmente de 
antimicrobianos. O uso indiscriminado destes compostos, pode dar origem a 
resíduos destas moléculas nos alimentos, sendo que o consumo destes é o 
principal responsável pelo desenvolvimento de cepas resistentes. Sendo assim, 
formas de monitoramento destes resíduos são de fundamental importância para 
a segurança dos alimentos e também questões de caráter econômico, como 
importação e exportação de alimentos.  
Com o crescimento do consumo mundial de pescado e consequente 
aumento na sua produção, ocorre também o aumento de casos de surtos de 
doenças infecciosas e, consequentemente, da necessidade de tratamentos 
terapêuticos dos animais. Dessa forma, pode-se observar também o aumento do 
uso de medicamentos veterinários, principalmente antimicrobianos na 
aquicultura, tanto no âmbito nacional quanto internacional.  
Dentre os grandes produtores mundiais de pescado, os países asiáticos 
têm se destacado pela produção de grande parte do pescado consumido 
mundialmente. A balança comercial brasileira, em relação à aquicultura, 
demonstra uma crescente demanda por pescados provenientes de países 
asiáticos, principalmente China e Vietnã.  
Entretanto, o Brasil apresenta um grande potencial inexplorado para 
produção de pescado e, consequentemente, para exportação do pescado como 
commodity. Entre as espécies mais promissoras no país, a tilápia destaca-se por 
apresentar criações nas diversas regiões brasileiras, grande volume de 
produção nacional, além de características organolépticas agradáveis.  
 Assim, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um 
método analítico multirresíduo através da técnica LC-MS/MS para quantificação 
de resíduos de antimicrobianos em peixes provenientes de países asiáticos e em 
tilápias produzidas no Brasil. Para tal, foram obtidas amostras de pescado de 
interesse comercial para o país como o pangasius, largamente importado de 
países asiáticos e disponível no mercado nacional. Também fomram obtidas 
amostras de tilápia oriundas da produção nacional de pescado, devido ao seu 
grande potencial para exportação.  
Os resultados encontrados comprovaram a segurança dos pescados 
coletados no mercado, uma vez que todas as amostras apresentaram valores 
abaixo dos limites máximos de resíduo determinados por órgãos regulatórios. 
Entretanto, os resultados também demonstram o uso de medicamentos não 
aprovados para peixes, ressaltando a necessidade de maiores estudos nesta 
área.  







The current concern about food safety is responsible for most of the 
controls in food to determine residues of chemicals in them. In the case of animal 
products, veterinary drug residues, particularly antimicrobial residues, are of 
major concern. The indiscriminate use of these compounds can give rise to 
residues of these molecules in foods, and the consumption of these is the main 
responsible for the development of resistant strains. Thus, ways of monitoring 
these wastes are of fundamental importance for food security and also for 
economic issues such as import and export of food. 
With the increase in the world consumption of fish and consequent 
increase in its production, there is also an increase in cases of outbreaks of 
infectious diseases and consequently the need for therapeutic treatments for the 
animals. In this way, we can also observe the increase in the use of veterinary 
drugs, mainly antimicrobial in aquaculture, both nationally and internationally. 
Among the world's major fish producers, China has been notable for the 
production of much of the fish consumed worldwide. The Brazilian trade balance 
in relation to aquaculture shows a growing demand for fish from Asian countries, 
mainly China and Vietnam. 
However, Brazil has great untapped potential for fish production and, 
consequently, for exporting fish as a commodity. Among the most promising 
species in the country, the tilapia stands out for presenting creations in several 
Brazilian regions, a large volume of national production, and pleasant 
organoleptic characteristics. 
Thus, the present work aimed to develop and validate a multi-residue 
analytical method using the LC-MS/MS technique for the quantification of 
antimicrobial residues in fish samples from Asian countries and Tilapia samples 
produced in Brazil. For this, fish samples of commercial interest were be obtained 
for the country as the Pangasius, widely imported from Asian countries and 
available in the national market. Samples of Tilapia from the national fish 
production were also be obtained, due to their great potential for export. 
The results obtained proved the safety of the fish collected in the market, 
once all the samples presented values below the maximum residue limits 
determined by regulatory agencies. However, the results also demonstrate the 
use of non-approved drugs in fish farms, highlighting the need for further studies 
in this area. 
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CAPÍTULO I. INTRODUÇÃO  
1. SEGURANÇA ALIMENTAR 
O termo “segurança de alimentos” refere-se aos aspectos diretamente 
relacionados à inocuidade dos alimentos. Ou seja, os alimentos não devem 
representar vias de exposição a perigos que possam ser danosos à saúde, sejam 
eles agentes biológicos, físicos ou químicos. Entre os perigos químicos, 
destacam-se resíduos e contaminantes. A FAO (Food and Agriculture 
Organization) define resíduo como “a quantidade de uma substância, seus 
metabólitos, produtos de conversão ou reação e impurezas que permanecem no 
alimento, originando-se em produtos agrícolas ou animais tratados com estes 
compostos” (PRESTES et al., 2013). O controle de resíduos remanescentes de 
agroquímicos e fármacos veterinários em alimentos constitui um aspecto 
importante que deve ser considerado como uma etapa importante de um sistema 
eficaz de segurança alimentar (BONDAD-REANTASO; ARTHUR; 
SUBASINGHE, 2012). 
Levando em consideração aspectos econômicos, no Brasil é necessário 
o monitoramento destes resíduos para a manutenção dos mercados de 
exportação do pescado como commodity, garantindo a qualidade sanitária dos 
produtos para exportação. Sendo assim, é dever do governo garantir a saúde 
das pessoas, dos rebanhos, das culturas e dos ecossistemas (MAPA, 1999). 
Entretanto, países importadores têm o direito de estabelecer medidas para 
proteger a saúde e a vida da população, estipulando o nível de proteção mais 
apropriado para o seu país. Estes controles devem ser baseados em evidências 
científicas para estabelecer medidas de controle, as quais não devem somente 
favorecer a indústria local (BONDAD-REANTASO; ARTHUR; SUBASINGHE, 
2012).  
A inocuidade dos alimentos, quanto à presença de resíduos de fármacos 
veterinários, agroquímicos e contaminantes ambientais, é garantida pelo 
controle de resíduos. Deve-se destacar que nem todos os fármacos e compostos 
químicos aos quais os animais foram expostos deixam resíduos prejudiciais à 
saúde humana e animal. Certos compostos, reconhecidos como potencialmente 
nocivos, somente apresentam esta característica quando ultrapassam o valor de 





O LMR de determinada substância é definido a partir de estudos 
toxicológicos. Baseadas nestes estudos, organizações internacionais envolvidas 
com a saúde pública analisam os resultados, recomendando os LMR’s dos 
diferentes compostos aprovados e submetendo às considerações de países 
membros do Codex Alimentarius (Programa das Nações Unidas Sobre 
Harmonização de Normas Alimentares, que é gerenciado pela FAO/WHO) 
(MAPA, 1999).  
 
2. A “REVOLUÇÃO AZUL”  
Um dos setores de produção de alimentos que tem apresentado maior 
crescimento atualmente e em todo o mundo é a aquicultura.  A revista The 
Economist, definiu como “Revolução Azul” o fenômeno da transformação 
tecnológica a fim de promover o desenvolvimento da aquicultura, assim como 
houve a Revolução Verde na agricultura. O artigo ressalta pontos positivos e 
negativos desta técnica. Os países asiáticos Bangladesh, Vietnam, Tailândia e 
China estão entre os dez maiores produtores mundiais, enquanto a União 
Europeia, Estados Unidos e Japão são grandes destinos de importação (PONTE 
et al., 2014).  
A piscicultura tem apresentado uma má reputação sob o aspecto 
ambiental. Os defensores da técnica argumentam poderia suprir o crescente 
déficit da pesca extrativa do mundo, que tem se tornado cada vez mais 
exaustiva. Entretanto, críticos alegam que os peixes de viveiro apresentam 
maiores teores de gordura, resíduos de antimicrobianos além de apresentarem 
mais contaminantes. Outro argumento é de que aquicultura seria uma técnica 
insustentável, uma vez que o peixe carnívoro criado em fazendas, como o 
salmão, deve ser alimentado com peixes capturados na natureza, mantendo 
assim o desequilíbrio na vida marinha (THE ECONOMIST, 2003). 
Os críticos consideram a piscicultura uma ameaça ao ambiente e à 
saúde, ao invés da potencial fonte de alimento para o mundo. Entretanto, deve-
se ponderar o fato de que a aquicultura moderna ainda está em estágio de 
desenvolvimento. A aquicultura em larga escala comercial tem cerca de 30 anos, 
enquanto a agricultura desenvolveu-se com o passar de séculos. Assim como a 
“Revolução Verde” ocorreu na agricultura, espera-se uma “Revolução Azul” 





Houve uma grande elevação no consumo de peixe e, em menos de 50 
anos, o consumo médio por pessoa dobrou.  Este cenário gerou um aumento na 
demanda e redução na oferta, tornando os preços mais altos, uma vez que a 
piscicultura não apresenta produção suficiente para conter a alta nos preços. O 
consumo de peixe tem aumentado devido a crescente produção proveniente da 
aquicultura (THE ECONOMIST, 2003). 
 
3. AQUICULTURA MUNDIAL 
A aquicultura tem se apresentado como uma ótima solução para um dos 
maiores desafios da atualidade: a alimentação da população mundial com suas 
estimativas de crescimento (cerca de 9 bilhões de pessoas em 2050) e mantendo 
desenvolvimento sustentável. Inicialmente, a produção de alimentos aquáticos 
baseava-se principalmente na pesca de captura. Entretanto, em 2014 a 
aquicultura ultrapassou a produção de captura, uma vez que esta apresentava 
produção estagnada desde os anos 80. Enquanto isso, a aquicultura aumentou 
seu fornecimento de pescado de 7% em 1974 para 26% em 1994 e, dessa forma, 
a tendência é de que a aquicultura seja responsável por suprir a demanda de 
pescado nos próximos anos (BRABO et al., 2016; FAO, 2018). A Figura 1, a 
seguir, apresenta graficamente os dados do desenvolvimento da pesca e 
aquicultura global.  
 
 
        (FAO, 2018) 






A produção mundial de pescado tem apresentado média de crescimento 
de 3,2% anuais nos últimos 50 anos, sendo a expansão da aquicultura um dos 
fatores que contribuiu para estes números. Aliado a isso, o consumo de pescado 
per capita foi de 9,9 kg em 1960 para 19,7 kg em 2013 e 20,2 kg em 2015 
(BRABO et al., 2016; FAO, 2018). De toda a produção de aquicultura, 63% é 
proveniente de águas doces e somente 37% advinda de ambiente marinho 
(BRABO et al., 2016).  
 
 
        (FAO, 2018) 
Figura 2. Utilização e fornecimento mundial de pescado 
 
A Ásia é responsável pela maior parcela de todo o pescado produzido 
em 2012. Somente da China provém cerca de 60% de toda a produção em 
aquicultura mundial, sendo a terceira maior produção mundial em aquicultura 
proveniente do Vietnã (ANDRIEU et al., 2015; BRABO et al., 2016). Em seguida, 
verificamos produção relevante de pescados no continente americano, da qual 
73% são provenientes da América do Sul, principalmente Chile, Peru e Brasil 
(BRABO et al., 2016).  
 
4. MERCADO DE PEIXES BRANCOS  
É importante ressaltar que o mercado de peixes brancos é considerado 
um dos maiores segmentos entre os setores de aquicultura, sendo bastante 
atrativo para os produtores de pescado. Compreende cerca de 6 milhões de 
toneladas considerando-se espécies selvagens mais importantes como polaca 





Considerando-se as espécies de criação (como robalos, catfish, pangasius e 
tilápia) sua produção pode chegar a marca de 15 milhões de toneladas  (ASCHE; 
ROLL; TROLLVIK, 2009). Este segmento, até então dominado por espécies 
como bacalhau e polaca do Alasca, tem sido compartilhado com espécies menos 
dispendiosas, como tilápia e pangasius, expandindo o mercado e conquistando 
consumidores (FAO, 2016, 2018).  
A China destaca-se como o maior produtor de tilápia enquanto o Brasil 
ocupa a quarta posição na produção da espécie. O pangasius, em sua grande 
parte, se origina do Vietnã. Estima-se que espécies de água doce como 
pangasius e a tilápia sejam responsáveis por cerca de 60% de toda a produção 
em aquicultura mundial em 2025. Ambas as espécies têm apresentado 
participação significativa nos mercados dos Estados Unidos da América e da 
União Europeia (FAO, 2016, 2018; PEIXEBR, 2018).  
Os Estados Unidos da América  são citados como o maior mercado para 
a tilápia, sendo que o produto encontra-se entre os três produtos de aquicultura 
mais importados (FAO, 2016; NORMAN-LÓPEZ; ASCHE, 2008), importando 1 
bilhão de dólares em tilápia no ano de 2016 (PEIXEBR, 2018). Enquanto a 
espécie se mantém como um produto popular no varejo dos EUA, a demanda da 
tilápia na Comunidade Europeia vem apresentando declínio nos últimos anos 
(FAO, 2016). 
Sendo assim, a tilápia apresenta potencial para criação e 
comercialização em todo o mundo, sendo o mercado de peixes brancos atrativo 
para produtores de pescado competitivos (ASCHE; ROLL; TROLLVIK, 2009). A 
tilápia é a espécie mais criada no Brasil, representando 45,4% da produção 
nacional de pescado, com 219.329 toneladas em 2015. Em 2015 a produção de 
tilápia aumentou 9,7% em relação ao ano anterior (CARVALHO, 2016). 
Considerando-se o grande potencial brasileiro para produção em aquicultura e o 
volume na produção de tilápias, o Brasil pode visar sua participação neste 
mercado, fazendo proveito de canais de comunicação favoráveis à exportação 
devido a relações comercias em carnes bovinas, suínas e de frango (LEAL; 
OLIVEIRA; FIGUEIREDO, 2017a).  
No que se refere ao pangasius, apesar das similaridades com a tilápia, a 
espécie apresenta maior crescimento, sendo a maior diferença entre elas a 





(ASCHE; ROLL; TROLLVIK, 2009). A produção aquícola do Vietnã representa a 
terceira maior do mundo, sendo a produção de pangasius responsável por 
grande parte do desenvolvimento da aquicultura do país, crescendo cerca de 
dez vezes na última década (ANDRIEU et al., 2015). 
O Brasil tem importando cada vez mais pescados oriundos de países 
asiáticos, como é o caso do pangasius, que devido ao seu preço acessível, tem 
sido largamente consumido pelas famílias brasileiras. O pangasius, importado 
do Vietnã, está entrando no Brasil em volumes crescentes e a preços 
competitivos (VENKATESH et al., 2013). 
 
5. PANORAMA DO BRASIL NO MERCADO DE PESCADOS  
A piscicultura no Brasil tem apresentado crescimento de cerca de 10% ao 
ano na última década, fato este que, aliado a todas as condições favoráveis ao 
desenvolvimento da piscicultura, garante ao país a capacidade de aumentar a 
oferta de pescado no mundo (BRABO et al., 2016). 
A tilápia é a mais importante espécie de peixes cultivados do Brasil, 
representando 51,7% da piscicultura nacional em 2017, sendo que o país é 
responsável pela quarta maior produção desta espécie no mundo (PEIXEBR, 
2018). Apesar de ser a espécie mais criada no país, encontra-se somente na 
oitava posição entre os produtos mais exportados pelo Brasil (SEAFOOD 
BRASIL, 2017), sendo que o país apresenta grande potencial para expansão 
tanto na produção quanto na exportação desta espécie. A Figura 3, a seguir, 







       (PEIXEBR, 2018) 
Figura 3. Maiores produtores de tilápia no mundo 
 
O avanço do país no mercado internacional de tilápia é algo bastante 
contraditório, uma vez que para alguns é preferível que se priorize o mercado 
interno, que apresenta grande potencial e exige menores investimentos. 
Entretanto, há também os que defendem a prospecção de mercados externos, 
sendo que algumas empresas já concentram esforços nestas oportunidades 
(PEIXEBR, 2018). Também  se pode destacar o fato de que o Brasil já apresenta 
relações de mercado estabelecidas para exportação de outros produtos de 
origem animal, o que pode ser um facilitador da entrada da tilápia brasileira no 
mercado mundial (LEAL; OLIVEIRA; FIGUEIREDO, 2017). 
Entretanto, a balança comercial brasileira vem apresentando déficit 
crescente ano após ano, uma vez que a produção nacional não é suficiente para 
suprir a demanda interna de pescados, o que incentiva a importação e aumenta 
o déficit em sua balança comercial, que ultrapassou o valor de 1 bilhão de reais 
em 2017 (BRABO et al., 2016; SEAFOOD BRASIL, 2017). 
As importações de pescado apresentam constante aumento, sendo que 
filés de pangasius ocupam a quarta posição entre os produtos mais importados 
e a primeira posição na categoria de filés brancos importados, sendo 
basicamente de origem vietnamita. O Vietnã, por sua vez ocupa a quinta posição 
entre os países que mais exportam pescado para o Brasil, contribuindo com 






6. USO DE ANTIMICROBIANOS NA AQUICULTURA 
A descoberta da penicilina em 1940, o desenvolvimento de antibióticos 
entre 1920 e 1970, e o uso desta classe de compostos por tantos anos deram 
origem a uma falsa sensação de que as doenças causadas por bactérias não 
são capazes de causar danos à saúde humana ou animal. Entretanto, o uso 
destes fármacos de forma inadequada tem gerado a seleção de cepas 
resistentes a doses terapêuticas de antibacterianos (FEIJÓ et al., 2013). 
A presença de resíduos de antimicrobianos em alimentos de origem 
animal é um dos fatores responsáveis pelo desenvolvimento de cepas 
resistentes. Estas cepas resultam da administração de antibióticos de maneira 
imprópria ou excessiva para fins profiláticos, terapêuticos e promotores de 
crescimento. A presença de resíduos destes compostos pode provocar diversos 
efeitos nocivos à saúde humana (hipersensibilidade, choque anafilático, 
teratogenicidade e desequilíbrio da microbiota do corpo). A resistência aos 
antimicrobianos tem se tornado uma grande preocupação para a saúde pública 
mundial. Estudos demonstram que as taxas de resistência têm crescido 
consideravelmente nas últimas décadas, devido ao uso indiscriminado de 
antibióticos (FEIJÓ et al., 2013).   
 Como já mencionado, o setor de aquicultura asiático tem crescido 
rapidamente durante as últimas décadas e, atualmente, corresponde a 90% da 
produção em aquicultura global. A intensificação da aquicultura no continente 
asiático tem sido acompanhada pelo aumento na frequência de surtos e doenças 
infecciosas e, consequentemente, tratamentos terapêuticos a base de 
antimicrobianos (RICO et al., 2013).  
A importância do uso de antimicrobianos na proteção da saúde animal é 
reconhecida, porém os impactos negativos do uso destas substâncias na criação 
de animais para alimentação têm despertado grande preocupação. A questão 
dos resíduos de antimicrobianos em produtos de aquicultura ganhou destaque 
em 2001 com melhorias nos métodos laboratoriais para detecção destes 
resíduos (BONDAD-REANTASO; ARTHUR; SUBASINGHE, 2012). 
Antimicrobianos, antiparasitários e probióticos são amplamente 
utilizados na aquicultura asiática com a finalidade de promover a saúde dos 





o uso destes compostos na aquicultura asiática são limitadas, mas têm grande 
importância na avaliação do potencial na saúde humana e em riscos ambientais 
(RICO et al., 2013). 
A frequência do uso de antimicrobianos registrada nas fazendas de 
criação de Pangasius no Vietnã é de 100%. Também foi registrado o uso de 17 
antibióticos pertencentes a 10 diferentes classes: penicilinas, aminoglicosídeos, 
cefalosporinas, quinolonas, tetraciclinas, anfenicóis, polimixinas, 
diaminopiridinas, rifamicinas e sulfonamidas, sendo mais comuns a 
enrofloxacina (usada por 69% dos criadores), florfenicol (63%), sulfametoxazol 
com trimetoprim (44%) e doxiciclina (34%). Os criadores relataram uso de três 
antibióticos diferentes, enquanto 10% deles informaram o uso de cinco ou seis 
destes compostos, sendo que algumas formulações apresentam dois princípios 
ativos diferentes (como sulfametoxazol e trimetoprim) (RICO et al., 2013). 
 
6.1.1. Beta-lactâmicos  
Os antimicrobianos beta-lactâmicos compreendem uma classe de 
muitos compostos, que incluem cefalosporinas e penicilinas. São fármacos 
administrados a animais destinados à alimentação humana, com finalidade 
terapêutica e profilática (BALIZS; HEWITT, 2003). Ambas as classes 
apresentam aspectos estruturais comuns, como estrutura β-lactâmica 
condensada, grupos carboxila livres e um ou mais grupos amino na cadeia lateral 
(KOROLKOVAS; BURKHALTER, 1982). 
Os antibióticos beta-lactâmicos interferem na síntese do peptidioglicano 
da parede celular bacteriana, inibindo a transpeptidação que forma a ligação 
cruzada das cadeias peptídicas acopladas ao peptidioglicano. Além disso, atuam 
na lise das células bacterianas pela inativação de um inibidor de enzimas 
autolíticas na parede celular (RANG; DALE; RITTER, 1997). 
 O desenvolvimento de metodologias para análises quantitativas de 
antibióticos β-lactâmicos em leite e tecidos pode ser prejudicado pela 
instabilidade destas substâncias em solventes orgânicos como metanol e 
acetonitrila e meios de caráter ácido (BALIZS; HEWITT, 2003). 
Antibióticos pertencentes a esta classe de compostos apresentam baixa 
estabilidade em soluções. Devido à alta polaridade destes compostos, a 





classes de antibióticos, como as quinolonas e sulfonamidas (JANK et al., 2012). 
O desenvolvimento de análises quantitativas destes compostos em tecidos 
torna-se difícil devido à baixa estabilidade deste grupo em solventes orgânicos, 
tais como metanol e acetonitrila, e sob condições ácidas (BALIZS; HEWITT, 
2003).  
A Tabela 1 abaixo apresenta as estruturas dos -lactâmicos incluídos  no 
trabalho (CORCIA; NAZZARI, 2002). 
 
Tabela 1. Estruturas químicas de antimicrobianos da classe dos -lactâmicos 
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As tetraciclinas são caraterizadas pelo octaidronaftaceno (sistema 
formado por quatro anéis condensados) e pelo seu amplo espectro de ação 
(KOROLKOVAS; BURKHALTER, 1982). Apresentam mecanismo de ação 
baseado na inibição da síntese proteica após a captação, por transporte ativo, 
dos microrganismos sensíveis e possuem ação bacteriostática (RANG; DALE; 
RITTER, 1997). 
São compostos anfóteros, formando sais hidrossolúveis com ácidos e 
bases fortes, sendo os sais ácidos estáveis e os sais básicos instáveis. 





tetraciclina apresenta três grupos ionizáveis, o que confere a ela três pKas que 
são, respectivamente, 3,5; 7,7 e 9,5 (KOROLKOVAS; BURKHALTER, 1982).  
Em virtude dos diferentes grupos funcionais presentes na molécula, o 
mecanismo de interação nos sistemas cromatográficos pode ser bastante 
complexo. Devido à maior polaridade das tetraciclinas, fases móveis com alto 
teor aquoso são mais usadas. Para análise cromatográfica destes compostos 
são usadas colunas de fase reversa, cuja fase estacionária permite que as 
tetraciclinas sejam retidas através de mecanismos como a formação de pares 
iônicos, locais de competição, locais ativos e não ativos, troca iônica e interação 
com grupos silano (ESTEBAN; RODRIGUES; NASCIMENTO, 2007).  
As tetraciclinas sofrem quelação com íons metálicos e ligam-se a 
proteínas. Desta forma, a adição de ácidos fortes e agentes desproteinizantes 
na extração destes compostos a partir de matrizes biológicas é recomendada. 
Além disso, também pode ocorrer adsorção nos grupos silanóis da coluna de 
fase reversa, resultando em picos com caudas e baixa resolução. Para minimizar 
estes problemas, pode-se adicionar ácido oxálico na fase móvel ou ainda usar 
colunas de poliestirenodivinilbenzeno (ESTEBAN; RODRIGUES; 
NASCIMENTO, 2007).  
Grande parte dos procedimentos da literatura faz uso de 
homogeineização da matriz com soluções aquosas, principalmente empregando 
tampão McIlvaine (pH 4,0) contendo ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), 
como uma etapa preliminar da extração.  Em pH 4,0 as tetraciclinas apresentam 
alta solubilidade e estão em equilíbrio, prevalecendo a forma zwitteriônica 
(PASCHOAL, 2007).  
A solubilidade das tetraciclinas é maior em alcoóis como metanol e 
etanol. Podem ser extraídas com solventes orgânicos como acetato de etila, 
acetona e acetonitrila. Extrações de base orgânica são realizadas com etanol, 
acetonitrila e ácido tricloroacético em metanol (DASENAKI; THOMAIDIS, 2010). 
A seguir (Tabela 2) estão as estruturas das tetraciclinas incluídas no trabalho.  
 
Tabela 2. Estruturas químicas de antimicrobianos da classe das tetraciclinas 




























As sulfonamidas antibacterianas de utilidade clínica derivam da 
sulfanilamida pela substituição do grupo –SO2NHR. Compostos que apresentam 
substituição do grupamento amino correspondem a pró-drogas que necessitam 
ser ativadas no organismo, uma vez que o grupamento NH2 é responsável pela 
atividade antimicrobiana destes compostos (RANG; DALE; RITTER, 1997). 
A sulfanilamida é um análogo estrutural do ácido p-aminobenzóico 
(pABA). Sendo este essencial para a síntese de ácido fólico nas bactérias, o 
principal mecanismo de ação destes compostos ocorre pela competição com o 
pABA e, dessa forma, inibindo o crescimento da bactéria (efeito bacteriostático) 
(RANG; DALE; RITTER, 1997). 
Os resíduos destas substâncias em alimentos são alvo de preocupação 
devido ao potencial carcinogênico e a possibilidade de desenvolverem 
resistência aos antibióticos em humanos. Entretanto, são compostos usados 
como drogas veterinárias para uso terapêutico e profilático, além de promotores 





amplo espectro de ação antibacteriana, alta eficácia e baixo custo. Limites 
máximos de resíduos têm sido estabelecidos em diversos países, a fim de 
proteger a população de riscos relacionados a resíduos de fármacos. Sendo 
assim, a União Europeia definiu o limite de 100 µg.kg-1 para a quantidade total 
de sulfonamidas em tecidos destinados a consumo (KUNG et al., 2015).  
As sulfonamidas se apresentam na forma de sólidos cristalinos, brancos, 
pouco solúveis em água. Por serem ácidos fracos, formam sais quando em 
contato com bases, que por sua vez apresentam maior solubilidade na água do 
que as sulfonamidas livres (HOFF, 2008). São compostos de caráter anfótero, já 
que possuem grupamentos químicos com caráter ácido e básico, permitindo que 
em determinadas faixas de pH as moléculas se comportem como zwitterions, ou 
seja, capazes de manter carga formal positiva e negativa. Este comportamento 
desempenha um importante papel na atividade antibacteriana das sulfas (HOFF, 
2008).  
Podem ser utilizadas diversas técnicas para determinação de resíduos 
de sulfonamidas em alimentos, como por exemplo ensaios microbiológicos, 
imunoensaios, eletroforese capilar, cromatografia líquida, CG-MS, LC-MS e 
cromatografia de interação hidrofílica-MS. A cromatografia líquida acoplada à 
espectrometria de massas (LC-MS/MS) tem sido amplamente utilizada em 
estudos que monitoram sulfonamidas, devido a sua versatilidade e alta 
seletividade nas determinações de resíduos em matrizes complexas (KUNG et 
al., 2015).  
Maior complexidade na determinação destes antimicrobianos é 
encontrada nas etapas de extração e clean-up, que podem se utilizar de 
mecanismos como extração liquido-liquido, extração em fase sólida, extração 
liquida pressurizada, microextração em fase sólida, microextração liquido-liquido 
dispersiva e QuEChERS. Devido a seu caráter anfótero, são facilmente extraídas 
por solventes orgânicos quando se apresentam em sua forma molecular, não 
sendo solúveis em solventes apolares. Apresentam maior solubilidade em 
solventes polares (KUNG et al., 2015). Sendo assim, a extração pode ser 
realizada com acetonitrila, clorofórmio, acetona ou acetato de etila (DASENAKI; 
THOMAIDIS, 2010).   
Um fator que pode influenciar na eficiência de extração é o pH, sendo 





evitam maiores interações com os compostos da matriz. Grande parte das 
sulfonamidas, quando extraídas em meio básico, apresenta maior dissociação 
do H+ do grupo amino secundário e, portanto, a eficiência de extração é menor 
do que em quando é realizada em meios ácidos ou neutros. Porém, não há 
grande diferença entre o uso de soluções de extração acidificada ou não, mesmo 
com diferenças maiores entre o pKa dos compostos desta classe (DASENAKI; 
THOMAIDIS, 2010). A Tabela 3, a seguir, apresenta as estruturas das 
sulfonamidas incluídas no trabalho (CORCIA; NAZZARI, 2002).  
Tabela 3. Estruturas químicas de antimicrobianos da classe das sulfonamidas 
































São antibióticos sintéticos de amplo espectro bacteriano. Apresentam 
mecanismo de ação baseado na inibição da topoisomerase II, sendo esta enzima 
responsável pela super-helicoidização negativa do DNA, que permite a 





 As estruturas moleculares das quinolonas apresentam algumas 
características importantes. É fundamental conhecer suas características físico-
químicas para o desenvolvimento de metodologias analíticas para determinação 
deste grupo de antimicrobianos em alimentos (PASCHOAL, 2007).  
O grupo carboxílico na posição 3 caracteriza-as como compostos ácidos. 
Por outro lado, as 7-piperazilquinolonas apresentam grupos amina adicionais, 
que são básicos. Em solução aquosa, as 7-piperazilquinolonas apresentam três 
diferentes espécies, que são catiônicas, zwitteriônicas e aniônicas, enquanto as 
outras quinolonas podem somente ser neutras ou aniônicas (PASCHOAL, 2007). 
As quinolonas com um único valor de pKa na região de pH fisiológico são 
referidas como quinolonas ácidas (QA) e aquelas com dois valores de pKa 
(devido a presença de um anel piperazinil) são chamadas de quinolonas 
piperazinil (QP). Os valores de pKa para QA variam de 6,0 a 6,9 enquanto para 
as QP os valores estão entre 5,5 – 6,6 para pKa1 e 7,2 – 8,9 para pKa2 
(PASCHOAL, 2007). 
São compostos solúveis em solventes polares e insolúveis em solventes 
apolares, como hexano ou tolueno. São solúveis também em meios básicos ou 
ácidos, aquosos ou aquoso-orgânicos. Grande parte dos procedimentos de 
preparo de amostra descritos na literatura para extração de quinolonas em 
alimentos consiste na extração sólido-líquido (LSE) ou extração em fase sólida 
(SPE) (PASCHOAL, 2007). A Tabela 4 abaixo apresenta as estruturas químicas 
das quinolonas incluídas no trabalho (SAMANIDOU et al., 2008). 
 
 
Tabela 4. Estruturas químicas de antimicrobianos da classe das quinolonas 














































O mecanismo de ação destes compostos ocorre pela inibição da síntese 
proteica bacteriana, ligando-se à subunidade 50S do ribossomo bacteriano. De 
acordo com a concentração e o microrganismo, podem apresentar ação 





O conhecimento das características físico-químicas dos macrolídeos é 
importante para o desenvolvimento de métodos analíticos que visam à 
determinação deste grupo de antimicrobianos em alimentos de origem animal 
(MCGLINCHEY et al., 2008).   
Os macrolídeos são moléculas lipofílicas constituídas por uma lactona 
macrocíclica, com 14, 15 ou 16 carbonos, ligada a moléculas de açúcares 
(desosamina, cladinose, micaminose, micarose, micosamina) através de 
ligações glicosídicas, podendo apresentar caráter básico. Os macrolídeos são 
classificados em grupos de acordo com o número de carbonos da lactona. Em 
geral, apresentam pKa entre 7,1 e 9,9. São solúveis em metanol, sendo que 
alguns macrolídeos são sensíveis a baixo pH e sofrem degradação em 
condições ácidas (MCGLINCHEY et al., 2008; SISMOTTO; PASCHOAL; 
REYES, 2013). A seguir (Tabela 5) encontram-se as estruturas dos macrolídeos 














Tabela 5. Estruturas químicas de antimicrobianos da classe dos macrolídeos 





















O cloranfenicol é o composto mais conhecido da família dos anfenicóis, 
sendo obtido através de culturas de bactérias Streptomyces venezuelue. Os 
compostos tianfenicol e florfenicol apresentam pequenas alterações na sua 
cadeia, sendo que estas substâncias são geralmente menos tóxicas, mas ainda 
com atividade adequada (BARKER, 1998).  
O mecanismo de ação baseia-se na inibição da síntese proteica através 
da ligação a subunidade 50S do ribossomo bacteriano. Apresentam amplo 
espectro de atividade antibacteriano, sendo bacteriostáticos para a maioria dos 
microrganismos (RANG; DALE; RITTER, 1997). 
Extrações de anfenicóis são eficazes com o uso de solventes orgânicos 
de média a alta polaridade, como acetato de etila, sendo necessário maior 
particionamento com espécies menos polares, fornecidas por um segundo 
solvente ou uma fase estacionária (SPE), para a limpeza e remoção das 





fotossensíveis (BARKER, 1998). A Tabela 6 abaixo apresenta as estruturas 
químicas dos antimicrobianos da classe dos anfenicóis incluídos no trabalho 
(CORCIA; NAZZARI, 2002).  
 




























São antimicrobianos com estruturas complexas, porém muito 
semelhantes entre si quanto a sua atividade antimicrobiana, toxicidade e 
características farmacocinéticas. O mecanismo de ação destes compostos deve-





ribossomo bacteriano e, consequentemente, ocasionando alterações no códon 
e a produção de proteínas bacterianas defeituosas. Apresentam ação bactericida 
e tem ação potencializada por compostos que interfiram na síntese da parede 
celular (RANG; DALE; RITTER, 1997).  
Os aminoglicosídeos são moléculas hidrofílicas cuja estrutura é 
constituída por dois ou mais aminoaçúcares unidos por ligação glicosídica à 
hexose ou aminociclital, que normalmente está na posição central 
(MCGLINCHEY et al., 2008). 
Os aminoglicosídeos são compostos estáveis em pH entre 6 e 8, com 
alta solubilidade em água e apresentando estruturas polares catiônicas. São 
indicados no tratamento de infecções bacterianas respiratórias e entéricas, 
porém devem ser administrados com critério devido a sua nefrotoxicidade em 
humanos (ALMEIDA, M. P. et al., 2012)  
Como os aminoglicosídeos são substâncias básicas, catiônicas e 
fortemente polares, possuem maior atividade antimicrobiana em meios alcalinos. 
O caráter polar dos compostos implica em relativa insolubilidade em lipídios e, 
dessa forma, os AMG são pouco absorvidos a partir do intestino e tem 
penetração na barreira hematoencefálica. A penetração dos AMG é limitada em 
secreções brônquicas, líquido prostático, saliva, bile e fluido vítreo; entretanto, 
concentrações elevadas são encontradas em fluidos sinoviais, ossos e fluidos 
(MCGLINCHEY et al., 2008). A seguir (Tabela 7) estão listadas as estruturas 
químicas dos aminoglicosídeos testados para inclusão no método 






Tabela 7. Estruturas químicas de antimicrobianos da classe dos 
aminoglicosídeos 
























A tabela 8 a seguir apresenta as principais metodologias multirresíduos 
encontradas na literatura para determinação de antimicrobianos, incluindo dados 








Tabela 8. Metodologias para extração de fármacos antimicrobianos descritas na literatura.  










2 mL de amostra + 18 mL tampão 
succinato de sódio. Homogeneizar 
e centrifugar. 
  
SPE Oasis HBL 
A: 0,1% HF em 
H2O  
B: ACN 
Phenyl 4,0 x 
50 mm, 3 μm 
LC-
MS/MS 
(ESI e ion 
trap) 
(HELLER 







2 g de amostra + 10 mL de 
ACN:H2O (4:1). Homogeneizar no 
Ultraturrax e centrifugar.  
5 mL de hexano e 500 
mg de C18 
(dispersivo). Evaporar 
sobrenadante até 
cerca de 1,5 mL. 
Ajustar volume final 
para 2 mL com água. 
Filtrar e injetar. 
A: 0,1% de HF 
em H2O 
B: MeOH  
 
Acquity BEH 
















1 g de amostra + 8 mL de Tampão 
McIlvaine. Vortex por 15 min e 
centrifugar. Coletar sobrenadante. 
Adicionar 8 mL de tampão fosfato. 
Vortex e centrifugar.  
SPE Oasis HBL 
A: 0,1% de HF 
em H2O 




C18 50mm x 
2,1 mm, 














2 g de amostra + 0,5 mL de EDTA 
0,1M + 6 mL de ácido m-fosfórico 
3% pH 5,5 + 2 mL de HFBA 0,02M 
e 0,6 mL de TCA 20%. 
Homogeneizar e centrifugar. Extrair 
novamente com 6 mL de ACN. 
Agitar e centrifugar. 
Primeiro extrato, eluído 
em SPE Strata X-CW. 
Evaporar até secagem.  
Evaporar o segundo 
extrato. Dissolver os 
dois em 250 µL de 
HFBA 0,025% e 
combiná-los. 
(A) 0,025% de 





 50 x 4,6 mm, 
3 µm 
LC-MS 










5 mL de ACN, 5 mL MeOH e 5 µL 
de ácido fórmico. 
Secar e ressuspender 
em 0,4 mL de HF 2% 
A: Água com 























1mL de HF 0,1% em 
ACN: MeOH (75:25) 
A: 0,1% de HF 
em água  

















2 mL de água, 10 mL de ACN: 
MeOH (75:25). Adicionar MgSO4 e 
Acetato de sódio. 
Evaporar e 
ressuspender com 
1mL de HF 0,1% em 
ACN: MeOH (75:25) 
A: 0,1% de HF 
em água  


















2g de amostra + 10 mL de ACN + 1 




Hexano, centrifugar e 
evaporar até 0,5 mL de 
extrato final. 
A: Água com 



















2g de amostra + 10 mL de ACN + 1 
mL de EDTA 0,1M. Agitar e 
centrifugar. 
Evaporar e 
ressuspender em 1 mL 
da fase móvel. 
A: Água com 
0,1% de HF 
B: ACN 
Acquity HSS 
T3  2,1 x 100 
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The development and validation of a throughput method for the determination 
of 25 antibacterial drugs (two β-lactams, eight quinolones, two macrolides, five 
sulfonamides, trimethoprim, four tetracyclines and three amphenicols) in pangasius 
fish muscle by LC-MS/MS were performed. A simple, efficient and fast extraction 
procedure was developed using acetonitrile and a 0.1 M EDTA solution as solvents 
for extraction. All compounds were determined in a single run, and chromatographic 
separation was achieved using a Zorbax SB C18 column with a mobile phase 
comprised of purified water + 0.1% formic acid (A) and acetonitrile + 0.1% formic 
acid (B) in a linear gradient program. The method was validated aαording to the 
requirements of European Decision 2002/657/EC. To quantify the analytes, matrix-
matched analytical curves were constructed with spiked blank tissues and showed 
linearity (r2) higher than 0.99. For all analytes, the precision and accuracy were 
determined at the levels of 3 ng/g (low), 10 ng/g (low-middle), 50 ng/g (high-middle) 
and 100 ng/g (high). The precision (CV%) was lower than 18.6% and the accuracy 
(determined as recovery) was between 65% and 119%. The limit of quantitation was 
3.0 ng/g, with the exception of chloramphenicol, which was 0.3 ng/g, and amoxicillin 
and doxycycline, which were 10 ng/g. The method was successfully applied to 
analyze pangasius muscle samples from Vietnam available at the Brazilian retail 
market, and 5 out of 40 samples showed the presence of low-residue levels of 
enrofloxacin and, consequently, must be considered out of conformity. It is 
recommended that competent authorities should avoid the commercialization of 
pangasius fillet contaminated with residues of this veterinary drug. 
 
1. INTRODUCTION  
Aquaculture production in Vietnam is the third largest in the world, and 
pangasius fish farming is responsible for most of the national aquaculture 
development, which has increased by approximately tenfold in the last decade [1]. 
However, the intensification of the production of this species has been associated 
with bacterial infections, which has led to the use of large quantities of antimicrobial 
veterinary drugs to not only treat but also prevent these infections [2]. 
Furthermore, the administration responsible for the drugs has been 
questioned in Vietnam, and information about the utilization of these drugs is not 





Vietnam, there have been reports of the use of 17 antimicrobials from 10 different 
classes, i.e., penicillins, aminoglycosides, cephalosporines, quinolones, 
tetracyclines, amphenicols, polimixines, diaminopyridines, rifamycins and 
sulfonamides. Among them, the most commonly used are enrofloxacin (69%), 
florfenicol (63%), sulfamethoxazole associated with trimethoprim (44%) and 
doxycycline (34%). The majority of pangasius producers have reported using at 
least three different antimicrobial agents, and 10% of them have reported using even 
five or six compounds, with some of the formulations having two distinct active 
pharmaceutical ingredients (e.g., sulfamethoxazole and trimethoprim) [4]. 
As a consequence of the use of these compounds, concerns have been 
raised about the environmental impact caused by the discharge of untreated 
effluents and residue deposition, specifically regarding toxic effects in aquatic 
ecosystems [1]. Due to environmental, social and market considerations, great 
efforts have been made to regulate and certify Vietnamese aquaculture producers. 
With the increasing preoccupation of consumer markets with sustainability, 
certification has come to be the global strategy to guarantee market commodities 
from northern countries [5]. Despite the discussion regarding the safety of these 
products and the actual development in the trade of this fish, these fish have great 
acceptance in the market and represent large competition in the market of white 
fillets [6]. Moreover, it should be mentioned that the presence of antimicrobial 
residues in food of animal origin is one of the key factors in the development of 
resistant strains of bacteria, and studies have demonstrated that resistance rates 
have risen considerably over the last decade, which has become a serious concern 
for global public health [7]. For these reasons, laboratory analysis to control the 
veterinary drug residues in food represents an important aspect to consider in order 
to ensure food safety [8].  
The great challenge in the development of a multiresidue and multiclass 
method is to encompass the best conditions for the compounds despite the 
differences in chemical characteristics between the substances [9]. β-Lactams have 
low stability in standard solutions [10]. Low stability of the β-lactam ring in acidic and 
basic conditions and in highly polar conditions results in the common use of ionic 
pairing reagents and organic solvents miscible in water. Thus, these compounds 
present more complex extraction and chromatographic separations than other 





and quinolones allow for the use of different extraction mechanisms. Sulfonamides 
in their molecular form are easily extracted by organic solvents and are not soluble 
in nonpolar solvents. With higher solubility in polar solvents [11, 12], compounds 
can be extracted with acetonitrile, chloroform, acetone or ethyl acetate [13]. 
Quinolones are soluble in polar organic solvents and in acidic or basic organic 
aqueous solutions [14]. Macrolides are lipophilic molecules and generally have a 
pKa between 7.1 and 9.9. As they are soluble in methanol, commonly used solvents 
for extractions include acetonitrile, chloroform and dichloromethane. These solvents 
are sensitive to low pH and may suffer degradation under acidic conditions [14–16]. 
For the class of amphenicols, efficient extractions have been reported using medium 
to high polarity solvents such as ethyl acetate and acetonitrile [9, 14]. Tetracyclines 
tend to chelate bivalent metal ions such as calcium and magnesium, resulting in the 
common use of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) to reduce the interactions 
of these compounds with chelating complexes or even their adsorption in free 
silanols [9]. 
Considering the cost-to-benefit ratio of the tests, there has been an increase 
in the development of multiresidue methods. The determination of a greater number 
of analytes using a single procedure appears as an alternative to reduce the costs 
of the tests, and the use of multiple residue techniques (such as LC-MS/MS) is a 
solution in these cases. Most of the multiresidue methods include compounds from 
the same class of drugs, with a recent tendency toward development of procedures 
that allow for the analysis of substances from unrelated classes [14]. 
Despite the discussion regarding the use of antimicrobials in Vietnamese 
pangasius farms [6], there are only a few articles in the literature dedicated to the 
development of multiresidue multiclass determination in this matrix [17–19]. In 
contrast, there are many articles describing multiresidue methods for analysis of 
veterinary drug residues in other fish species, such as tilapia and sea bream [11, 
20–26]. A wide variety of extraction techniques have been reported, with the most 
common being QuEChERS extractions with some modifications and different 
solvent extractions. Monteiro [22] described an extraction based on solid phase 
extraction (SPE) cartridges, but according to Freitas [21], this is not the best 
alternative for multiresidue multiclass due to the specific chemical properties of each 
class of substances. Among the other possible extraction procedures, there are 





using acetonitrile, methanol and water, with the possible addition of formic acid [20, 
23] or salts to modify the pH [17, 26]. Most of these recent works include the use of 
EDTA in aqueous or buffer solutions to prevent chelation of the tetracyclines with 
bivalent ions [20, 21, 24]. However, all of the above methods have an evaporation 
step, which can become a slow and time-consuming process. Taking into 
consideration the articles cited, in this work a simple and fast sample preparation 
step was developed without the use neither SPE cartridges nor an evaporation 
process to quantify 25 antimicrobial compounds, from 6 different classes. 
Thus, the purpose of the present study was to develop and validate a 
multiresidue method to quantify 25 antimicrobials from different classes in 
pangasius fillets. It is also aimed to contribute to the quality control of this food 
commodity available in the Brazilian retail market with respect to residues of 
antimicrobial drugs.  
 
2. MATERIAL AND METHODS 
2.1. Reagents and analytical standards  
All reagents were high-purity grade, and all solvents were HPLC grade. 
Acetic acid was purchased from Synth (Diadema, SP, Brazil). Acetonitrile was 
purchased from J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Formic acid, heptafluorobutyric 
acid, sodium heptanesulfonate, ammonium formate were provided by Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO, USA). All analytical standards [β-lactams (amoxicillin, ampicillin and 
the internal standard penicillin G-d7), quinolones (nalidixic acid, oxonilic acid, 
difloxacin, flumequine, ciprofloxacin, sarafloxacin, enrofloxacin, levofloxacin and the 
internal standard enrofloxacin-d5), macrolides (rifampicin and the internal standard 
roxythromycin), sulfonamides (sulfamethoxazole, sulfadiazine, sulfadimethoxine, 
sulfamethazine, sulfathiazole, trimethoprim and the internal standard sulfadoxine-
d3), tetracyclines (tetracycline, doxycycline) and amphenicols (florfenicol, 
thiamphenicol, chloramphenicol and the internal standard chloramphenicol-d5)] 
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and had a purity greater 
than 97%, with the exception of erythromycin (95.5%), oxytetracycline (94.9%), 
chlortetracycline (93.1%) and the internal standard demeclocycline (91.5%). The 
ceramic homogenizer was purchased from Agilent (Agilent Technologies, CA, USA, 





(São Paulo, SP, Brazil). Ultra-pure deionized water was obtained using a Milli-Q 
water purifier system, Simplicity model (Millipore, Bedford, MA, USA). 
 
2.2. Standard solutions 
Stock standard solutions of all individual compounds were prepared at a 
concentration of 100 µg/mL. The β-lactam stock solutions were prepared in ultra-
pure deionized water, and quinolone stock solutions were prepared in acetonitrile 
acidified with acetic acid 2%. The other analytical standards were prepared using 
acetonitrile as the solvent. From the stock solutions, intermediate solutions were 
prepared of all the analytes at two concentration levels: 2.5 µg/mL (intermediate 
solution 1) and 0.5 µg/mL (intermediate solution 2) using acetonitrile as the solvent. 
For the internal standards (IS), an intermediate solution at a concentration of 2.5 
µg/mL was prepared. For chloramphenicol, which has a minimum required 
performance limit (MRPL) of 0.3 µg/g, the concentrations of the intermediate 
solutions 1 and 2 were 0.25 µg/mL and 0.05 µg/mL, respectively. The concentration 
of the internal standard chloramphenicol-d5 in the intermediate solution of IS was 
0.25 µg/mL. 
 
2.3. Instrumental and analytical conditions 
Chromatographic separation was carried out in a UHPLC 1290 system using 
an Agilent Zorbax SB C18 (3.5 μm, 4.6 mm x 150 mm) column (Agilent 
Technologies, CA, USA). The mobile phase consisted of 0.1% formic acid solution 
(A) and acetonitrile acidified with 0.1% formic acid (B) in a gradient mode, starting 
with 20% of mobile phase B for 2 min, increasing linearly until 90% over 8 min, 
remaining constant for 2 min and then returning to the initial proportion. A post-run 
interval of 5 min was necessary to re-equilibrate the column to the initial conditions. 
The elution conditions were optimized at a constant flow rate of 0.5 mL/min, the 
column temperature was 30 ºC, and the injection volume was 20 µL. The UHPLC 
system was coupled with an Agilent 6460 triple quadrupole tandem mass 
spectrometer with an electrospray ionization (ESI) source in the negative mode for 
the amphenicols and in the positive mode for the remaining compounds. The 
ionization source conditions were as follows: gas temperature, 300 ºC; gas flow, 12 
L/min; nebulizer, 30 psi; sheath gas flow, 12 L/min; sheath gas temperature, 350 ºC; 





Sample analyses were performed in multiple reaction monitoring (MRM) scan mode 
by time segment (dynamic MRM), and the transitions were selected for all 
compounds. Data were acquired using MassHunter software workstation version 
8.00 (Agilent Technologies, CA, USA). Fragment energies and collision energies 
are shown in Table 1. A product ion spectrum was obtained for each analyte, and 
high intensity fragments were chosen as quantifier ions. The Optimizer tool from the 
MassHunter software was used to determine the most adequate fragments and 
collision energies for each compound and their respective product ions. 
Electrospray source ionization optimized conditions were defined using the Source 
Optimizer tool from the MassHunter software. To perform the quantitation, two 
transition ions for each compound were monitored (qualifier and quantifier 
transitions) to obtain at least 3 identification points, according to European 
Community Guide 2002/657/EU [27] for substances in group B, which includes the 
veterinary drugs studied. Ion ratio was used as an additional tool for identification of 
the target compounds in unknown samples, by comparing to the ion ratio of 


































Amoxicillin 1.04 366.1 349.0 4 114.0 20 143 





Penicilin G-d7 (IS) 5.12 342.4 183.0 8 159.9 8 - 
Tetracyclines 
Chlortetracycline 4.46 479.1 443.9 20 153.9 32 44 
Doxycycline 4.61 445.2 428.0 15 154.0 32 33 
Oxytetracycline 3.31 461.9 427.0 16 98.0 52 39 
Tetracycline 3.60 445.0 427.0 15 410.0 20 17 
Demeclocycline (IS) 1.75 465.1 447.9 16 429.9 20 - 
Quinolones 
Ciprofloxacin 3.36 332.1 288.0 16 230.9 36 80 
Difloxacin 4.18 400.2 356.0 20 289.9 28 77 
Enrofloxacin 3.76 360.2 316.0 16 254.0 28 60 
Flumequine 5.64 262.1 244.0 16 202.0 36 42 
Levofloxacin 3.29 362.2 318.0 16 261.0 28 90 
Nalidixic acid 5.50 233.1 214.9 12 186.9 24 47 
Oxolinic acid  4.66 262.1 160.0 40 129.9 44 79 
Sarafloxacin 4.04 386.1 342.0 16 299.0 28 92 
Macrolides 
Erythromycin 5.40 734.5 576.2 16 158.0 32 66 
Rifampicin 6.76 823.4 791.2 12 399.0 24 21 
Roxythromicin (IS) 6.15 837.5 679.3 20 158.0 36 - 
Sulfonamides 
Sulfadiazine 1.83 251.1 155.9 12 92.0 28 105 
Sulfadimethoxine 4.95 311.1 155.9 20 92.0 36 65 
Sulfamethazine 3.37 279.1 185.9 12 92.0 32 83 
Sulfamethoxazole 4.24 254.1 108.0 24 92.0 28 95 
Sulfathiazole 2.18 256.0 155.9 12 92.0 28 95 
Sulfadoxine-d3 (IS) 4.30 314.4 155.9 16 92.0 32 - 
Trimethoprim 3.04 291.2 230.0 20 123.0 24 78 
Amphenicols 
Chloramphenicol 4.75 321.0 256.9 4 151.9 12 72 
Florfenicol 4.31 356.0 335.9 4 185.0 16 84 
Thiamphenicol 3.13 354.0 289.9 8 184.9 16 96 
Chloramphenicol-d5 (IS) 4.67 326.0 261.9 8 157.0 12 - 
IS: internal standard, RT: retention time, Quant ion: quantifier ion, Quali ion: qualifier 
ion, CE: collision energy in voltage. Ion ratio: qualifier ion ratios for the compounds 
were automatically calculated by Agilent MassHunter quantitation software and the 




For sample preparation, analytical balances (Marte model AM5500 and 
Sartorius model BL201S), a vortex stirrer (Daigger model Genie 2), a centrifuge 








Blank samples of pangasius (Pangasionodon hypophthalmus) fillet were 
obtained from Colpani Pisciculture, located in the city of Mococa, SP, Brazil, with 
the assurance that the fish were not exposed to the veterinary drugs that were the 
analytical focus of this study. However, to ensure their viability, they were analyzed 
and the chromatograms did not show any interference at the retention time 
corresponding to the drugs studied. In the development and validation of the 
analytical method only the muscle was used as the blank sample, since only this 
tissue is available to commercialization and consumption in Brazil. Forty samples of 
pangasius imported from Vietnam were collected from the retail market in 
Campinas, São Paulo, Brazil, to perform the quantitation of antimicrobial residues.  
.  
2.5. Sample preparation 
In the first step of sample preparation, pangasius muscle tissue (100 g) was 
ground while still frozen using a food processor. Then, 2.0 g of ground tissue was 
weighed accurately and placed in a 50-mL polypropylene tube. The tissue was 
spiked with a suitable volume of the intermediate internal standard solution in order 
to obtain a concentration of 5 ng/g of chloramphenicol-d5 and 50 ng/g for the 
remaining internal standards. Subsequently, in order to improve the extraction of the 
analytes, a ceramic homogenizer was added to each tube, and the mixture was 
vortexed for 2 min. Next, 0.5 mL of a 0.1 M EDTA solution was added, and the 
mixture was vortexed again for 2 min. Then, 3.5 mL of acetonitrile was added, and 
the mixture was vortexed again for 5 min. Next, the tube was centrifuged for 5 min 
at 13,000 × g at 18 ºC. The supernatant was collected and filtered using a 0.22-µm 
PVDF membrane. Finally, 300 µL of the filtered extract was diluted with 700 µL of 
ultra-pure deionized water in a vial, and 20 µL of the sample was injected into the 




2.6. Validation of the analytical method 
The validation of the analytical method was performed following the 





[27] and the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Supply [28]. The 
validation parameters evaluated were linearity, selectivity, sensitivity, intraday and 
interdays precision, accuracy, decision limit (CCα ), detection capability (CCβ), limit 
of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ) and robustness. Matrix effect, express 
in percentage, was calculated as described by Sapozhnikova and Lehotay [29]. 
 
3. RESULTS AND DISCUSSION  
3.1. Otimization of the chromatographic conditions 
The analytical method developed aimed to quantify antimicrobial residues 
with reported use by Asiatic fish farmers [2]. In addition to those compounds, 
antimicrobials monitored by the National Plan of Residues and Contamination 
Control of the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply [30] were 
included. The LC-MS/MS technique has been widely used in the development of 
analytical methods for multimolecule and multiclass determination of antimicrobials 
in fish [21–23, 31]. However, the development of an analytical method that involves 
several molecules from different classes is challenging due to the large amount of 
compounds to be analyzed at the same time and the peculiarities (chemical and 
physical-chemical characteristics) of each class of antibiotics [10].  
In initial tests in the development of the analytical method, the possibility of 
including three aminoglycoside substances (apramycin, gentamycin and 
kanamycin) in the same chromatographic run was considered. Using a C18 
stationary phase chromatographic column, it was observed that there was no 
retention of these compounds, which can be explained by the high polarity of the 
molecules. Ion-pairing reagents were added in the mobile phase, as an alternative 
to promote a better interaction between high-polarity analytes and the nonpolar 
stationary phase [32]. However, the ion-pairing reagents led to suppression of the 
analytical signal of the amphenicols, which are ionized at the ESI source in the 
negative mode. Another attempt was through the hydrophilic-interaction 
chromatography approach, also called HILIC [33, 34]. However, nonpolar 
antimicrobial molecules poorly interacted with this kind of stationary phase, which 
caused enlargement of the chromatographic signal and decreased the analytical 
response of the molecules with low polarity. Due to these results, aminoglycosides 
were excluded from the method, and a C18 stationary phase column was adopted 





Different mobile phase compositions were tested, including water acidified by 
the addition of formic acid and ammonium formate, acetonitrile acidified with formic 
acid, and mixtures of acetonitrile and methanol in different proportions. A mobile 
phase with acetonitrile showed better results than one with methanol for mixtures of 
amphenicols in the shape of their chromatographic peaks, which directly influences 
quantitation. This was considered important mainly for chloramphenicol, which has 
a lower limit of quantitation due to its established MRPL value. The mobile phase 
that presented better results for all substances was water acidified with 0.1% of 
formic acid (A) and acetonitrile acidified with 0.1% of formic acid (B), resulting in an 













Figure 1. Extracted MRM chromatogram obtained in the time segment mode of (A) 
pangasius blank sample and (B) spiked blank sample with 25 antimicrobials and 6 





Ciprofloxacin; 6-Oxytetracycline; 7-Sulfathiazole; 8-Enrofloxacin-d5; 9-
Enrofloxacin; 10-Tetracycline; 11-Sulfadiazine; 12-Demeclocycline; 13-
Sarafloxacin; 14-Thiamphenicol; 15-Difloxacin; 16-Chlortetracycline; 17-
Doxycycline; 18-Sulfamethazine; 19-Erythromycin; 20-Sulfadoxine-d3; 21-
Florfenicol; 22-Sulfamethoxazole; 23-Chloramphenicol; 24-Chloramphenicol-d5; 
25-Oxolinic acid; 26-Sulfadimethoxine; 27-Roxythromicin; 28-Penicillin G-d7; 29-
Nalidixic acid; 30-Flumequine; 31-Rifampicin).The concentration of the 25 target 




3.2. Sample preparation  
Initially, in sample preparation, extractions were performed based on the 
QuEChERS approach described by Anastassiades [35], with some modifications. 
Thus, the first extraction procedure tested consisted of weighing 2.00 g of sample 
and adding 1.0 mL of purified water and 5.0 mL of acetonitrile. Subsequently, 
sodium sulfate (2.0 g) and sodium acetate (0.25 g) salts were added to the mixture. 
Sodium sulfate was used instead of magnesium sulphate. The addition of sodium 
acetate, in turn, was based on the extraction performed by Lopes [25], which used 
acetate buffer in the QuEChERS approach [36] based on the buffering of the 
solution to increase the extraction efficiency for some compounds. The samples 
were vortexed for 5 min and then centrifuged at 13,000 × g for 5 min.  
Because tetracyclines are chelated with bivalent ions that may interfere in the 
recovery of this class of compounds, magnesium sulphate salt was replaced by 
sodium sulfate [37]. Another procedure described in the literature for extractions of 
a larger number of compounds [25] was also tested, and the addition of a 0.1 M 
EDTA solution in the extraction was enough to avoid the interaction of tetracyclines 
with the bivalent ions possibly found in the fish muscle [21]. Extraction procedures 
performed with pure acetonitrile instead of a mixture of acetonitrile and methanol 
(75:25 v/v) demonstrated better results in protein precipitation with nonsignificant 
differences in the recoveries of most analytes. 
After the analyte extraction, a solvent evaporation step was included for 
subsequent resuspension in 1 mL of the mobile phase. The extraction solvent 





in the chromatographic run, which harmed the chromatographic separation and led 
to deformed or divided analytical signals [38]. Nevertheless, it should be noted that 
the evaporation step is a time-consuming process, representing a more time-
consuming sample preparation. However, the direct injections of the extraction 
solvent, excluding the evaporation process, lead to deformation of the 
chromatographic peaks. As an alternative to the evaporation process, dilution of the 
sample using a solvent suitable for injection was adopted. This dilution was 
performed in order to make the organic solvent in the sample diluent compatible 
with the initial ratio of the mobile phase. Thus, as the initial mobile phase gradient 
was 80% acidified water, it was experimentally found that it was possible to dilute 
300 μL of the extract with 700 μL of water without compromising the 
chromatographic peak shapes or the chromatographic separation of the compounds 
and to maintain the detection of the compounds at expected residue levels.  
Subsequently, other procedures based on solvent extraction were tested [21, 
30] and tests were performed to better adjust the volume of EDTA and solvent to be 
added during the extraction step. The extractions were performed with 0.1 M EDTA 
(0.5 and 1.0 mL) and acetonitrile (3.5 and 4.0 mL) with the same sample dilution as 
mentioned above. It was verified that the addition of 0.50 mL of EDTA presented 
similar results for the tetracyclines. The reduction in the volume of acetonitrile in the 
extraction did not show a significant difference in the recoveries; however, it 
increased the chloramphenicol signal at the lower concentration (0.30 ng/g). Thus, 
in order to increase the concentration of the analytes in the solution to be injected 
and to achieve lower LOQ limits, especially for chloramphenicol, the acetonitrile 
volume was reduced to 3.50 mL and the volume of the EDTA solution to be added 
was also reduced to 0.50 mL. 
 
3.3. Validation of the analytical method 
3.3.1. Selectivity and Matrix Effect  
The selectivity of the method was established by comparing the analytical 
signals of the analyte-free samples to be determined (blank samples) with respect 
to the presence of the molecules under study compared to those observed from the 
blank samples spiked with known concentrations of the analytes.  
The blank samples obtained for the study belonged to the same species of 





the sample, which could be observed in the blank and sample injections. Since no 
analytical signals of the target molecules were observed in the blank samples, the 
method was considered selective. The matrix effect was determined by comparing 
the response obtained for the analytes in pure solvent versus the response obtained 
when in the presence of the endogenous substances co-extracted from the matrix 
(Table 2). These data were evaluated according to the F test (Snedecor, p=0.05) to 
evaluate the homogeneity of the variances. The homogeneity of the sample 
variances were proved for only 7 substances (chlortetracycline, doxycycline, 
tetracycline, florfenicol, chloramphenicol, flumequine and trimethoprim). This result 
shows that the matrix has no influence on the method precision in the tested range 
for these compounds. Based on these results, Student’s t-tests (p=0.05) were 
applied to all substances, and it can be concluded there is no significant effect of 
the matrix on the determination of the following compounds: chlortetracycline, 
tetracycline, difloxacin, nalidixic acid, trimethoprim and chloramphenicol. Thus, 
since a matrix effect was observed for most of the analytes (Table 2), all samples 




To evaluate the linearity, three matrix-matched analytical curves were 
prepared with 7 levels of concentration, except for amoxicillin and doxycycline, for 
which curves were prepared with 5 levels of concentration due to their higher limits 
of quantitation. The concentration levels for the curves were 3, 5, 10, 30, 50, 100 
and 150 ng/g. For chloramphenicol, the concentrations were tenfold smaller, as it is 
a banned compound and presents a MRPL defined as 0.3 ng/g. Therefore, the 
concentrations in the curve were 0.3, 0.5, 1.0, 3.0, 5.0, 10.0 and 15.0 ng/g. For 
amoxicillin and doxycycline, the concentrations were 10, 30, 50, 100 and 150 ng/g. 
The calibration was performed by linear regression of the peak-area ratios of 
analyte/internal standard versus the standard concentration ratios of 
analyte/internal standard. Linearity and sensitivity were expressed as the linear 
correlation coefficient (r2) and the slope of the analytical curve, respectively. All 
molecules showed r2 values above 0.99, demonstrating a strong correlation 





The analytical responses were evaluated according to the Grubbs test 
(p=0.05) to verify outlier values and Cochran test (p=0.05) to check the 
homoscedasticity of the values. Nonhomogeneous variances were verified, being 
values greater at some points of the analytical curve (at higher concentrations). 
Thus, as suggested in the Analytical Validation Guide of the Ministry of Agriculture, 
Livestock and Food Supply [28], tests were performed to verify the best fit of the 
analytical curve using weighted linear regression (1/x), which showed lower 
precision and accuracy deviations. Table 2 shows the data obtained in the 






Table 2. Linearity (r2), range, limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) of the method for the quantitation of 
antimicrobial residues in pangasius fillet by HPLC-MS/MS.  
Compounds Range 
(ng/g) 












Amoxicillin 10.0 – 150.0 y=0.7481x + 0.08800 0.9966 -30 3.0 10.0 54.37 58.74 
Ampicillin 3.0 – 150.0 y=4.1917x - 0.02506 0.9987 708 1.0 3.0 53.98 57.95 
Clortetracycline 3.0 – 150.0 y=0.8474x + 0.002222 0.9945 -11 1.0 3.0 107.12 114.24 
Doxycycline 10.0 – 150.0 y=0.1998x + 0.005949 0.9928 12 3.0 10.0 108.14 116.28 
Oxytetracicline 3.0 – 150.0 y=1.6771x - 0.01606 0.9970 61 1.0 3.0 105.92 111.84 
Tetracycline 3.0 – 150.0 y=2.1342x - 0.02817 0.9974 5 1.0 3.0 107.90 115.79 
Ciprofloxacin 3.0 – 150.0 y=3.0787x – 0.04752 0.9923 318 1.0 3.0 106.70 113.40 
Difloxacin 3.0 – 150.0 y=0.6489x + 0.007422 0.9967 -10 1.0 3.0 309.23 318.46 
Enrofloxacin 3.0 – 150.0 y=4.0085x + 0,003121 0.9977 -17 1.0 3.0 105.96 111.92 
Flumequine 3.0 – 150.0 y=0.3596x - 0.001628 0.9994 -89 1.0 3.0 606.06 612.11 
Nalidixic acid 3.0 – 150.0 y=0.5782x + 0.007789 0.9990 8 1.0 3.0 23.63 27.27 
Oxolinic acid 3.0 – 150.0 y=0.04936x - 0.0001151 0.9953 86 1.0 3.0 105.41 110.81 
Levofloxacin 3.0 – 150.0 y=10.5157x - 0.01734 0.9967 125 1.0 3.0 7.38 11.76 
Sarafloxacin 3.0 – 150.0 y=2.3729x + 0.04802 0.9969 -23 1.0 3.0 32.74 35.49 
Erythromycin 3.0 – 150.0 y=1.1527x + 0.001767 0.9991 41 1.0 3.0 103.22 106.44 
Rifampicin 3.0 – 150.0 y=0.3965x - 0.009611 0.9938 24 1.0 3.0 3.54 4.07 
Sulfadiazine 3.0 – 150.0 y=0.2546x + 0.001715 0.9978 -26 1.0 3.0 106.22 112.43 
Sulfadimethoxine 3.0 – 150.0 y=0.8717x - 0.005118 0.9985 -32 1.0 3.0 105.67 111.33 
Sulfamethazine 3.0 – 150.0 y=0.4745x + 0.008675 0.9972 -18 1.0 3.0 103.43 106.86 
Sulfamethoxazole 3.0 – 150.0 y=0.2889x - 0.002159 0.9984 -27 1.0 3.0 104.77 109.55 
Sulfathiazole 3.0 – 150.0 y=0.2782x + 0.001189 0.9972 -29 1.0 3.0 104.07 108.14 
Trimethoprim 3.0 – 150.0 y=3.7550x + 0.05126 0.9925 11 1.0 3.0 55.03 60.05 
Chloramphenicol 0.3 – 15.0 y=2.0889x  - 0.01903 0.9934 12 0.1 0.3 0.37 0.44 
Florfenicol 3.0 – 150.0 y=1.4897x + 0.1484 0.9974 44 1.0 3.0 1,008.34 1,016.68 








3.3.3. Precision and accuracy  
The intraday precision was evaluated at four different concentration levels 
(low, low-middle, high-middle and high) and each concentration level was prepared 
in six individual replicates, where each replicate was injected once into the LC-
MS/MS system. For compounds with analytical curves with 7 concentration levels, 
precision and accuracy were evaluated at the following levels: 3.00 ng/g (low 
concentration); 10.00 ng/g (low-middle concentration); 50.00 ng/g (high-middle 
concentration) and 150.00 ng/g (high concentration). Amoxicillin and doxycycline 
both showed a linear range from 10.00 ng/g and did not have precision and accuracy 
evaluated at the low concentration (3.00 ng/g). For chloramphenicol, precisions and 
accuracy were performed at 0.3 ng/g (low concentration), 1.00 ng/g (low-middle 
concentration), 5.00 ng/g (high-middle concentration) and 15.00 ng/g (high 
concentration). 
The interday precision was evaluated in the same manner as the intraday 
precision but on three different days by the same analyst using the same instrument. 
Both intraday and interday precisions were expressed as coefficient of variation 
(CV%). The highest CV% values found in intraday and interday precisions were 
12.6% and 18.6%, respectively (Table 3), which were in accordance with the 


















Table 3. Intraday and interdays precisions of the method for the quantitation of 
antimicrobial residues in pangasius fillet by HPLC-MS/MS.  






















Amoxicillin - 3.1 3.9 2.5 - 5.7 4.5 2.5 
Ampicillin 4.1 1.8 3.5 2.9 5.4 2.1 5.3 5.2 
Chlortetracycline 5.6 4.5 4.0 3.6 6.8 6.5 4.3 5.2 
Doxycycline - 4.9 2.5 2.3 - 6.5 3.0 4.7 
Oxytetracycline 3.6 4.0 3.6 3.7 4.1 6.0 5.7 5.3 
Tetracycline 9.9 6.6 5.8 4.2 11.3 6.7 5.9 4.1 
Ciprofloxacin 5.7 6.4 5.6 5.4 7.7 9.0 9.6 9.9 
Difloxacin 11.1 9.9 6.3 3.4 16.4 10.1 6.0 4.1 
Enrofloxacin 6.1 3.8 3.4 3.6 7.2 4.4 3.5 3.7 
Flumequine 3.4 3.5 3.9 1.3 4.9 6.8 4.6 3.4 
Nalidixic acid 3.8 4.1 3.1 0.9 6.8 6.5 3.4 1.5 
Oxolinic acid 9.7 7.1 3.7 2.9 18.6 16.6 15.5 15.2 
Levofloxacin 4.8 3.0 4.7 3.6 5.7 3.7 4.8 3.5 
Sarafloxacin 1.6 5.2 5.0 3.2 4.9 8.2 5.1 3.7 
Erythromycin 2.6 3.6 2.3 1.2 2.6 4.6 4.3 4.1 
Rifampicin 7.9 4.9 3.2 1.6 9.1 6.0 7.4 6.4 
Sulfadiazine 12.6 7.1 3.4 2.4 14.2 14.8 11.3 11.9 
Sulfadimethoxine 5.6 2.6 3.3 1.7 10.2 9.5 7.5 8.0 
Sulfamethazine 9.7 5.2 2.5 2.5 13.0 8.1 6.8 8.1 
Sulfamethoxazole 10.2 4.5 2.6 1.8 12.7 5.8 3.8 5.1 
Sulfathiazole 10.1 5.1 3.6 2.3 11.3 13.8 11.2 10.3 
Trimethoprim 8.6 3.0 3.2 2.3 9.0 5.0 6.2 5.9 
Chloramphenicol 9.6 4.3 7.2 3.2 10.0 7,0 7.9 7.6 
Florfenicol 5.6 3.5 5.3 2.9 10.2 4.0 5.4 5.1 
Thiamphenicol 11.9 5.7 6.1 5.0 13.2 6.6 9.6 7.8 
* Intraday and interdays precision were estimated at four level concentrations (low: 
3 ng/g, low-middle: 10 ng/g, high-middle: 50 ng/g and  high: 100 ng/g) and each 
level was prepared in six individual replicates. 
 
Due to the lack of reference material, accuracy was assessed by the recovery 
test [28]. The lowest recovery values observed were relative to ampicillin for the low-





71.2%, respectively (Table 4). Ampicillin is a high-polarity molecule belonging to β-
lactams class, which is a factor of great influence in the extraction efficiency. Similar 
recovery values are described in the literature, such as Freitas et al. [21], which 
reported recoveries close to 50%, or Dasenaki and Thomaidis [39], who showed a 
value of 68.30%. However, the accuracy of the method can be considered 
appropriate when taking into account the large number of analytes extracted at the 
same time.  
 
Table 2. Accuracy of the method for the quantitation of antimicrobial residues in 
pangasius fillet by HPLC-MS/MS. 









Amoxicillin - 93.0 84.1 80.3 
Ampicillin 110.4 71.2 65.3 92.6 
Chlortetracycline 112.9 95.1 94.9 95.4 
Doxycycline - 110.6 104.6 105.2 
Oxytetracicline 114.9 93.9 99.6 99.2 
Tetracycline 111.0 96.0 100.9 106.3 
Ciprofloxacin 119.6 110.5 107.6 111.1 
Difloxacin 103.2 104.2 114.2 115.2 
Enrofloxacin 108.9 106.8 107.0 108.0 
Flumequine 107.0 102.1 93.0 93.6 
Nalidixic acid 116.3 105.1 93.9 93.7 
Oxolinic acid 87.9 96.3 91.3 86.6 
Levofloxacin 103.9 78.8 76.9 102.6 
Sarafloxacin 119.1 109.5 108.6 110.9 
Erythromycin 91.3 97.6 98.1 94.7 
Rifampicin 119.8 118.3 112.9 119.0 
Sulfadiazine 101.5 106.2 93.9 97.1 
Sulfadimethoxine 115.7 105.9 108.6 111.8 
Sulfamethazine 108.3 97.1 96.0 99.9 
Sulfamethoxazole 109.1 106.4 98.0 103.2 
Sulfathiazole 105.5 103.7 91.8 86.2 
Trimethoprim 80.7 99.7 97.4 90.7 
Chloramphenicol 118.5 94.5 90.7 98.4 
Florfenicol 98.3 95.5 99.5 104.3 





* Accuracy was estimated at four level concentrations (low: 3 ng/g, low-middle: 10 
ng/g, high-middle: 50 ng/g and high: 100 ng/g) and each level was prepared in six 
individual replicates. 
 
3.3.4. Limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) 
The limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ) were established 
through the analysis of blank samples spiked with standard solutions of the analytes 
in solvent. The LOQ was considered to be the first point of the analytical curve which 
showed a coefficient of variation (CV%) lower than 20% and a signal-to-noise ratio 
above 10. The LOD was determined from the dilution of the LOQ taking into account 
the signal-to-noise 3 times the baseline. The LOD and LOQ values of the method 
are shown in Table 2. 
The analytes amoxicillin and doxycycline showed higher LOQ values since 
they showed a signal-to-noise ratio close to 3 at the lowest concentration level of 
the analytical range. A signal-to-noise ratio of 10 was confirmed at the concentration 
of 10.00 ng/g for both compounds, with a CV% between injections of 8.30% and 
17.80%, respectively. Thus, the analytical curves of amoxicillin and doxycycline 
were constructed with 5 points from the concentration of 10.00 ng/g. The 
chloramphenicol compound also had an analytical curve with different values since 
its MRPL is 0.30 ng/g. The most suitable linear range for this analyte was 0.30 ng/g 
to 15.00 ng/g, and a signal-to-noise ratio of 10 was verified in the MRLP with a 
coefficient of variation of 17.90%. 
 
3.3.5. Robustness 
The robustness of the method was evaluated from the variation of the 
following parameters: EDTA concentration, vortexing time in the sample extraction 
process and temperature applied in the chromatographic column. Minor 
modifications were considered in order to simulate intrinsic variations that the 
analytical method is subject to. Thus, the EDTA concentrations applied were 0.9 
mol/L to 1.1 mol/L, the vortexing times were 4.5 min and 5.5 min and the column 
temperatures were 25 °C and 35 °C. The determination of robustness was 
performed at the four different concentration levels in which accuracy and precision 
were evaluated. None of the variations of the mentioned parameters impacted the 





results obtained by the optimum conditions established for the analytical method. 
Thus, the analytical method proved to be robust to the variations that were 
submitted, which increases the reliability of the analytical results.  
 
3.4. Market samples analysis 
A total of 40 samples of pangasius fillets collected from retail outlets (markets, 
supermarkets, fishmongers) were analyzed in order to assess the presence of 
antimicrobial residues that may represent a risk to human health. Only 5 samples 
showed enrofloxacin residue levels, all of which were above the LOD of the method 
(1.00 ng/g) but below the LOQ (3.00 ng/g). Jansomboon et al. [19] reported that the 
concentration levels of enrofloxacin in samples of pangasius with skin were higher 
than in non-skin products, suggesting that products with skin might retain more 
antibiotic residues than non-skin products. Thus, it is worth mentioning that in this 
work only the muscle was studied. 
Regarding the achieved results, two aspects can be considered. The first is 
the legality of antimicrobial drug use in aquaculture. Despite being banned by the 
Vietnamese Ministry of Agriculture and Rural Development (MARD) [40], 
enrofloxacin residues were detected in the samples analyzed. This result indicates 
the unlawful use of this antimicrobial in pangasius by fish farmers [1]. If we consider 
the administration of enrofloxacin to pangasius in fish farms, as mentioned by Rico 
[2], it is possible that the drug residues in the fish muscle have undergone 
degradation during the import process of the fish commodity due to possible 
defrosting and freezing processes throughout the import chain, a fact that would 
explain the lower values despite its administration in fish farms. Another possibility 
would be the contamination of fish due to environmental contamination of water and 
sediments. It was reported that enrofloxacin is the most-used antibiotic in pangasius 
farms (69%) [2], and there are reports of the deposition of residues of this substance 
in sediments due to medicated feed administered to fish [40] in addition to the high 
drug concentrations reported in effluents from pangasius farms [1].  
The second aspect is related to the food safety issue of the pangasius fillet 
from Vietnam collected in the Brazilian retail market. In this respect, according to 
reported data [5, 6], there have been increasing efforts to certify producers and 
strengthen regulations on these products due, in large part, to the development of a 





fillets in the markets of northern hemisphere countries. For the muscles of fin fish, 
the Commission Regulation (EU) No 37/2010 established an MRL of 100 μg/kg for 
the sum of enrofloxacin and ciprofloxacin residue level, which is related to muscle 
and skin natural proportions [41]. On the other hand, enrofloxacin is not on the list 
of drugs approved by the U.S. Food and Drug Administration [42]. Furthermore, the 
Brazilian legislative framework does not establish MRLs for enrofloxacin. However, 
the National Plan for the Control of Residues in Animal Products of the Brazilian 
Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA) considers the MRL value 
established by the EU as the reference limit for surveillance purposes [43]. 
Moreover, since there is no safe level (MRL) established by Codex Alimentarius [44] 
for residues of enrofloxacin or its metabolites in fish that could represent an 
acceptable risk to consumers and considering that the use of this drug is banned by 
MARD [40], the contaminated pangasius samples must be considered out of 
conformity, even though the detected enrofloxacin residue levels were low. Thus, 
veterinary drug residues in fish and fish products must be constantly monitored. 
Moreover, competent authorities should prevent enrofloxacin residues in the edible 
tissue of pangasius by not using enrofloxacin in pangasius farms, as well as avoid 
fish farming in contaminated areas. 
  
4. CONCLUSIONS  
The analytical method developed for the determination of 25 antimicrobials 
in pangasius muscle was adequate for the intended purpose, taking into account 
the criteria established in the validation guides adopted [27, 28]. It is important to 
emphasize that the method developed consists of a simple and rapid extraction 
process, which makes it possible to analyze a large number of samples in a short 
period of time.  
The analysis of pangasius samples imported from Vietnam and acquired in 
the Brazilian retail market indicated the presence of low residue levels of 
enrofloxacin in 5 out of 40 samples analyzed. Considering the FDA, Brazilian and 
Vietnamese regulatory framework, and the fact that there is no safe level (MRL) set 
by Codex Alimentarius for enrofloxacin residues in fish that may pose an acceptable 
risk for consumers, those contaminated samples must be considered out of 
conformity. Thus, competent authorities should avoid the commercialization of 
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The world demand for fish has shown a marked increase, and Brazil has 
been noticed by FAO with great potential of growth in the production of fish, besides 
the great export potential of the product. This growth may be directly related to the 
intense use of antibiotics to prevent infectious diseases in fish, which can be 
considered a public health problem due to antimicrobial residues in edible tissues 
and the threat of the development of bacterial resistance. Thus, this article presents 
a study carried out for the determination of antimicrobial residues in tilapia fillet 
produced and commercialized in Brazil, in order to demonstrate adequate product 
quality to this food commodity. In this study, a validated method by LC-MS/MS was 
used to quantify residues of 25 antibacterial drugs (β-lactams, fluoroquinolones, 
macrolides, sulfonamides, trimethoprim, tetracyclines and amphenicols) in samples 
of tilapia fillets collected at the Brazilian retail market.  The compounds were 
extracted with EDTA 0,1M solution and acetonitrile and a Zorbax SB C18 column 
was used in the chromatographic separation , with a mobile phase comprising 
purified water + 0,1% formic acid (A) and acetonitrile + 0,1% formic acid (B) in a 
gradient elution mode. Residues of the target antimicrobials were detected in ten of 
the 40 samples analyzed. However, the concentrations observed were below the 
MLR’s established by the Codex Alimentarius and European Community.  
 
1. INTRODUCTION  
As reported by Food and Agriculture Organization (FAO), fish consumption 
worldwide has steadily increased. Data from 1960 indicate a consumption of 9.9 kg 
per capita fish per year, which reached 19.7 kg in 2013. The increase in fish demand 
is mainly due to the increase in population and the search for healthier foods. Thus, 
aquaculture has emerged as an alternative to supply this demand, and extractive 
fisheries have been in stable production since 1990 (BRABO et al., 2016; FAO, 
2016). Most of the growth in aquaculture production comprises freshwater species, 
such as carp, catfish and tilapia, whose prospects for 2025 reach 60% of the total 
aquaculture production (FAO, 2016). Brazil has great growth potential in fish 
production, as quoted by FAO (FAO, 2016), and tilapia is the main species grown 
in the country, representing approximately 45% of all national production 





Brazil in particular presents important factors for the expansion of 
aquaculture, such as water availability, tropical climate, coastal extension of 8500 
km, 13% of all freshwater in the world, high grain availability and diversity of species 
with market and zootechnical potential (BRABO et al., 2016). The FAO estimates 
large increases in fish production in all continents, especially in Latin America, 
identifying an increase of approximately 104% in Brazil (FAO, 2016). The most 
produced species in Brazil is tilapia, whose production has shown constant growth. 
Tilapia accounted for 45.4% of the total fish production in Brazil in 2015, with 
approximately 219,329 tons, representing an increase of 9.7% over the previous 
year (CARVALHO, 2016). In 2017, Brazil produced 357,639 tons of tilapia, 
according to data from the Brazilian Fisheries Association (PEIXEBR, 2018). Thus, 
Brazil is among the four largest producers in the world of this species, behind China, 
Indonesia and Egypt (PEIXEBR, 2018). 
The United States of America may be cited as the largest consumer market 
for tilapia (FAO, 2016). Tilapia farming is among the top three US imports of 
aquaculture products, second only to shrimp and Atlantic salmon (NORMAN-
LÓPEZ; ASCHE, 2008), having imported US $ 1 billion in tilapia in 2016 (PEIXEBR, 
2018). 
It is important to emphasize that the whitefish market is considered one of the 
largest segments among the aquaculture sectors and is very attractive for fish 
producers (ASCHE; ROLL; TROLLVIK, 2009). Whitefish species with more 
affordable prices included in these segments, such as tilapia, contribute to the 
market expansion of these species, attracting new consumers (FAO, 2016). 
Tilapia has shown great potential for both breeding and marketing worldwide. 
(ASCHE; ROLL; TROLLVIK, 2009). Due to its potential for aquaculture production 
and large volume of tilapia production, Brazil may aim to participate in this market 
because it has open channels for export, mainly due to its position in the market of 
animal products such as beef, chicken and pork (LEAL; OLIVEIRA; FIGUEIREDO, 
2017). 
Considering the Brazilian potential for an increase in aquaculture production, 
the growth of tilapia production in recent years and the fact that intensification of 
aquaculture represents an increase in infections and diseases, the administration 
and possible misuse of antimicrobials drugs may represent an important concern 





Thus, another important aspect to be evaluated is the presence of 
antimicrobial residues in food of animal origin, which is considered one of the factors 
responsible for the development of resistant strains. Studies have shown that 
resistance rates have increased considerably in recent decades, currently 
representing the greatest concern for global public health (FEIJÓ et al., 2013). 
Several countries have already developed programs to prevent the 
proliferation of resistant microorganisms, including actions to control antimicrobials 
in the production of food of animal origin from exporting countries. This fact 
encourages these countries to follow the laws of the importing countries in order to 
avoid trade barriers (LEAL; OLIVEIRA; FIGUEIREDO, 2017a). For these reasons, 
the control of veterinary drug residues in food through laboratory analysis is an 
important aspect that should be considered as a step in an effective food safety 
system. (BONDAD-REANTASO; ARTHUR; SUBASINGHE, 2012). Thus, the 
purpose of the present study was to validate, for the tilapia fillet matrix, a 
multiresidue method previously developed in pangasius fillets for the determination 
of 25 antimicrobials from six different classes (sulfonamides, tetracyclines, 
macrolides, quinolones, penicillins and amphenicols). The validated analytical 
method was used to evaluate the presence of residues of these compounds in 40 
samples of frozen tilapia fillets produced in Brazil and available in the Brazilian retail 
market for human consumption. The study will contribute to the quality control of 
fillets of this species available in the national market, as well as the quality of tilapia 
fillets as an export commodity, in relation to the presence of antimicrobial drug 
residues. 
 
2. MATERIALS AND METHODS 
The analytical method described below and used in this study was developed 
previously to another matrix. Aiming to prove the suitability of this methodology 
before the application in sample analysis, it was realized validation tests in tilapia 









Analytical standards and internal standards were purchased from Sigma 
Aldrich (St. Louis, MO, USA). HPLC grade solvents were used, with acetonitrile 
being purchased from J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Formic acid was provided 
by Sigma Aldrich. Ultrapure water was obtained through a Milli-Q water purifier 
system, Simplicity model (Millipore, Bedford, MA, USA). 
 
2.2. Soluções Padrão  
Stock standard solutions of the compounds were prepared at the 
concentration of 100 μg mL-1. β-lactams were diluted in ultrapure water, quinolones 
in acidified acetonitrile (2% acetic acid), and the other analytical standards diluted 
only in acetonitrile. Work solutions were prepared in two concentrations 2.5 μg mL-
1 (SI1) and 0.5 μg mL-1 (SI2) from the dilution of stock solutions. A mixed solution 
with all internal standards was prepared at the concentration of 2.5 μg mL-1. 
Chloramphenicol concentrations were 0.25 μg mL-1 (SI1) and 0.05 μg mL-1 (SI2) 
once its MLRP is 0.3 ng g-1. The concentration of chloramphenicol-d5 in the internal 
standard mix solution was also 0.25 μg mL-1. 
 
2.3. Instrumentation and analytical conditions 
For the sample preparation, Marte AM5500  (Marte, Sao Paulo, Brazil) and 
Sartorius BL210S balances (Sartorius GmbH, Gottingen, Germany), a Genie 2 
Daigger vortexer and an Eppendorf 5810R centrifuge 
(Eppendorf,Hamburg,Germany) were used. LC-MS/MS analysis for quantitation of 
antimicrobial residues was carried out using an Agilent 6460 triple quadrupole 
tandem mass spectrometer coupled with a UHPLC 1290 system with electrospray 
ionization (ESI) source in the positive and negative ion modes for amphenicols and 
positive mode for the other classes of antimicrobials.  
The source ionization conditions were as follows: gas temperature, 300 °C; 
gas flow, 12 L. min-1; nebulizer, 30 psi; sheath gas flow, 12 L. min-1; sheath gas 
temp., 350 °C; capillary voltage, 4.0 kV (positive mode) and 3.5 kV (negative mode); 
and nozzle voltage, 1.5 kV. Sample analyses were performed by multiple reaction 
monitoring (MRM) scan mode by time segment, monitoring two transitions for each 
analyte to obtain at least 4 identification points, as recommended by the European 





software version 8.00 (Agilent Technologies, CA, USA). The fragment energies and 
collision energies and transitions monitored are presented in Table 1. 


















Amoxicillin 1.04 366.1 349.0 4 114.0 20 
Ampicillin 2.46 350.0 114.0 32 106.0 20 
Penicilin G-d7 (IS) 5.12 342.4 183.0 8 159.9 8 
Tetracyclines 
Chlortetracycline 4.46 479.1 443.9 20 153.9 32 
Doxycycline 4.61 445.2 428.0 15 154.0 32 
Oxytetracycline 3.31 461.9 427.0 16 98.0 52 
Tetracycline 3.60 445.0 427.0 15 410.0 20 
Demeclocycline (IS) 1.75 465.1 447.9 16 429.9 20 
Quinolones 
Ciprofloxacin 3.36 332.1 288.0 16 230.9 36 
Difloxacin 4.18 400.2 356.0 20 289.9 28 
Enrofloxacin 3.76 360.2 316.0 16 254.0 28 
Flumequine 5.64 262.1 244.0 16 202.0 36 
Levofloxacin 3.29 362.2 318.0 16 261.0 28 
Nalidixic acid 5.50 233.1 214.9 12 186.9 24 
Oxolinic acid  4.66 262.1 160.0 40 129.9 44 
Sarafloxacin 4.04 386.1 342.0 16 299.0 28 
Macrolides 
Erythromycin 5.40 734.5 576.2 16 158.0 32 
Rifampicin 6.76 823.4 791.2 12 399.0 24 
Roxythromicin (IS) 6.15 837.5 679.3 20 158.0 36 
Sulfonamides 
Sulfadiazine 1.83 251.1 155.9 12 92.0 28 
Sulfadimethoxine 4.95 311.1 155.9 20 92.0 36 
Sulfamethazine 3.37 279.1 185.9 12 92.0 32 
Sulfamethoxazole 4.24 254.1 108.0 24 92.0 28 
Sulfathiazole 2.18 256.0 155.9 12 92.0 28 
Sulfadoxine-d3 (IS) 4.30 314.4 155.9 16 92.0 32 
Trimethoprim 3.04 291.2 230.0 20 123.0 24 
Amphenicols 
Chloramphenicol 4.75 321.0 256.9 4 151.9 12 
Florfenicol 4.31 356.0 335.9 4 185.0 16 
Thiamphenicol 3.13 354.0 289.9 8 184.9 16 
Chloramphenicol-d5 (IS) 4.67 326.0 261.9 8 157.0 12 







Chromatographic separation was performed on a Zorbax SB C18 column (3.5 
μm, 4.6 mm x 150 mm) (Agilent Technologies, CA, USA) with a mobile phase 
consisting of (A) 0.1% acid formic solution and in water and (B) 0.1% acid formic in 
acetonitrile. The initial mobile phase gradient composition was 20% B and was 
linearly increased to 90% B for 8 min. After 8 min, 90% B was maintained for 2 min, 
followed by a return to the initial ratio and maintaining that condition for 5 min to 
equilibrate for the next injection. The flow rate was 0.5 mL.min-1, the injection 
volume was 20 μL and the oven temperature was 30 °C. 
 
2.4. Collection and sample preparation  
Tilapia samples of national origin were collected from the retail market in 
Campinas, São Paulo, Brazil, from November to December 2017. First, the samples 
were individually sliced and frozen using a blender (Waring blender). Next, 2 g of 
sample was weighed accurately into a 50 ml polypropylene tube. Then, an internal 
standard mix solution was added to obtain a concentration of 5 ng g-1 for 
chloramphenicol-d5 and 50 ng g-1 for the other internal standards. Subsequently, 
0.5 mL of 0.1 M EDTA solution was added to the mixture, followed by 2 min of 
vortexing. Thereafter, 3.5 mL of acetonitrile was added, and the mixture was shaken 
for an additional 5 min in a vortexer and then centrifuged at 13,000 x g for 5 min at 
15ºC. The supernatant was filtered through a PVDF 0.22 µm membrane, and 300 
μL of the filtrate was diluted in 700 μL of ultrapure water into a vial and taken for 
injection into the MS/MS. 
 
3. VALIDATION  
The validation of the analytical method was carried out as recommended in 
the validation guides provided by Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply 
(MAPA, 2011) and European Community Guide 2002/657/EC (CE, 2002). The 
parameters evaluated were selectivity and matrix effect, linearity, intraday and 







3.1. Selectivity and Matrix effect  
The selectivity of the method was determined by comparing the analytical 
signals of the blank samples (analyte-free samples) with the analytical signals 
observed from the blank samples spiked with known concentrations of the 
molecules under study. The method was considered selective after no analytical 
signals related to the target molecules were observed in the blank sample 
chromatogram. The matrix effect was determined by comparing the results for the 
analytes in solvent versus the response achieved the endogenous substances 
coextracted from the matrix were present. Once the increase in or suppression of 
the analytical signal was confirmed due to the matrix effect, the quantification was 
performed using matrix-matched calibration curves. 
 
3.2. Linearity  
Analytical curves of the compounds in the matrix were constructed to 
evaluate the linearity of the analytical method. From these data, it was possible to 
determine the linear range for each of the analytes, as well as the linear regression 
fit and the determination coefficient. The linearity can be expressed by the 
determination coefficient (r2) and the sensitivity by the slope of the analytical curve. 
To evaluate the homoscedasticity of the obtained data, the Cochran test (p = 0.05) 
was applied. The results showed nonhomogeneous variances (heteroscedasticity). 
According to the Analytical Validation Guide of the Ministry of Agriculture, Livestock 
and Food Supply (MAPA, 2011a), it is recommended to verify the fit of the most 
appropriate analytical curve, and the weighted linear regression (1/x) showed the 
smallest deviations. The data obtained in the tilapia matrix-matched calibration 


















Amoxicillin 10.0 – 150.0 y=0.6244 x + 0.06596 0.9966 -30 3.0 10.0 50,91 51,82 
Ampicillin 3.0 – 150.0 y=3.5734 x – 0.02408 0.9980 616 1.0 3.0 52,28 54,57 
Clortetracycline 3.0 – 150.0 y=0.8202 x – 0.01277 0.9953 -16 1.0 3.0 105,94 111,88 
Doxycycline 10.0 – 150.0 y=0.1831 x – 0.005165 0.9991 -6 3.0 10.0 105,39 110,78 
Oxytetracicline 3.0 – 150.0 y=1.5240 x – 0.01494 0.9966 76 1.0 3.0 104,68 109,36 
Tetracycline 3.0 – 150.0 y=2.1464 x – 0.03773 0.9976 6 1.0 3.0 106,56 113,12 
Ciprofloxacin 3.0 – 150.0 y=1.7952 x – 0.02573 0.9954 5 1.0 3.0 107,07 114,14 
Difloxacin 3.0 – 150.0 y=0.6669 x + 0.002946 0.9973 29 1.0 3.0 302,82 305,64 
Enrofloxacin 3.0 – 150.0 y=3.8164 x – 0.01593 0.9974 206 1.0 3.0 109,52 119,05 
Flumequine 3.0 – 150.0 y=0.3648 x – 0.003607 0.9983 -1 1.0 3.0 607,58 615,17 
Nalidixic acid 3.0 – 150.0 y=7.5352 x – 0.01787 0.9975 -26 1.0 3.0 22,46 24,92 
Oxolinic acid 3.0 – 150.0 y=0.5653 x – 0.005289 0.9989 8 1.0 3.0 104,69 109,39 
Levofloxacin 3.0 – 150.0 y=0.04769 x – 0.0002195 0.9942 79 1.0 3.0 5,31 7,62 
Sarafloxacin 3.0 – 150.0 y=2.2649 x – 0.01349 0.9979 -18 1.0 3.0 33,48 36,96 
Erythromycin 3.0 – 150.0 y=0.9585 x – 0.001182 0.9992 6 1.0 3.0 103,31 106,62 
Rifampicin 3.0 – 150.0 y=0.4834 x – 0.01264 0.9985 39 1.0 3.0 3,93 4,86 
Sulfadiazine 3.0 – 150.0 y=0.3168 x – 0.003786 0.9922 -17 1.0 3.0 104,16 108,32 
Sulfadimethoxine 3.0 – 150.0 y=0.8286 x – 0.01261 0.9966 -21 1.0 3.0 104,83 109,66 
Sulfamethazine 3.0 – 150.0 y=0.5317 x – 0.007417 0.9956 -13 1.0 3.0 106,99 113,98 
Sulfamethoxazole 3.0 – 150.0 y=0.3051 x – 0.003520 0.9950 -27 1.0 3.0 104,36 108,72 
Sulfathiazole 3.0 – 150.0 y=0.3426 x – 0.003939 0.9930 -27 1.0 3.0 104,57 109,14 
Trimethoprim 3.0 – 150.0 y=2.7224 x + 0.003286 0.9823 -15 1.0 3.0 56,09 62,18 
Chloramphenicol 0.3 – 15.0 y=2.1356 x  - 0.02080 0.9914 10 0.1 0.3 0,34 0,38 
Florfenicol 3.0 – 150.0 y=1.4738 x – 0.6606 0.9866 50 1.0 3.0 1006,48 1012,97 
Thiamphenicol 3.0 – 150.0 y= 0.1868 x – 0.03121 0.9912 67 1.0 3.0 53,33 56,67 









3.3. Precision and accuracy 
The accuracy and precision parameters were evaluated at low, medium-low, 
medium-high and high concentration levels, prepared in six individual replicates. 
The accuracy was evaluated on three different days (intraday and interday) through 
the coefficient of variation (CV%) between the values. Accuracy was determined by 
means of recovery tests on spiked blank samples. Amoxicillin and doxycycline were 
not evaluated regarding precision and accuracy at low concentrations (3.0 ng.g-1) 
due to the higher limit of quantitation. The lowest recovery values obtained were 
relative to ampicillin and trimethoprim. The ampicillin accuracy values were above 
80%, and trimethoprim presented recoveries of approximately 70%. These are 
acceptable recoveries for a multiresidue method for many analytes at the same time 
using a single extraction procedure. Thus, the accuracy of the method can be 






















Table 3. Method validation parameters for quantitation of antimicrobial residues in 
tilapia fillet by UHPLC-MS/MS: Accuracy 









Amoxicillin - 95.5 85.1 88.6 
Ampicillin 99.3 85.6 82.5 83.0 
Clortetracycline 107.0 100.2 98.6 100.7 
Doxycycline - 89.2 101.8 103.9 
Oxytetracicline 110.2 97.8 99.1 103.6 
Tetracycline 114.2 99.8 106.7 108.0 
Ciprofloxacin 119.0 105.6 102.8 108.3 
Difloxacin 102.3 117.0 115.5 119.5 
Enrofloxacin 111.1 104.0 102.5 113.8 
Flumequine 92.5 95.5 93.7 95.4 
Nalidixic acid 107.1 107.3 107.4 110.4 
Oxolinic acid 91.3 94.6 95.5 95.5 
Levofloxacin 112.9 112.8 105.3 99.4 
Sarafloxacin 112.9 95.2 96.0 102.6 
Erythromycin 94.9 100.9 102.3 98.7 
Rifampicin 112.8 92.3 102.2 105.2 
Sulfadiazine 106.1 98.1 98.7 101.3 
Sulfadimethoxine 99.3 95.4 94.6 101.6 
Sulfamethazine 103.0 92.4 96.1 99.6 
Sulfamethoxazole 94.0 97.1 96.9 103.0 
Sulfathiazole 102.6 95.8 95.7 100.4 
Trimethoprim 73.6 95.0 92.6 93.1 
Chloramphenicol 112.2 97.9 91.7 100.2 
Florfenicol 105.6 99.3 96.2 100.4 
Thiamphenicol 97.3 100.3 93.0 96.6 
 
The intra and inter day precision were verified through the coefficient of 










Table 4. Method validation parameters for quantitation of antimicrobial residues in 
tilapia fillet by UHPLC-MS/MS: intra and inter day precision %) 






















Amoxicillin - 1.1 0.8 1.1 - 1.1 1.2 2.2 
Ampicillin 3.5 2.7 3.0 2.0 5.3 3.5 4.8 6.5 
Clortetracycline 5.9 3.9 4.6 2.5 11.4 3.9 4.7 3.9 
Doxycycline - 3.2 2.2 1.4 - 5.4 3.0 2.4 
Oxytetracicline 5.1 2.4 2.6 2.3 5.8 3.7 2.8 4.4 
Tetracycline 3.7 4.5 3.3 1.9 4.2 5.2 4.9 3.0 
Ciprofloxacin 4.4 6.0 5.8 2.2 5.9 8.4 10.3 3.2 
Difloxacin 3.3 5.0 3.5 2.3 3.9 5.7 4.0 2.6 
Enrofloxacin 5.2 9.5 4.2 2.3 5.6 11.5 4.1 2.7 
Flumequine 8.6 3.0 4.4 1.1 12.7 5.1 9.6 7.0 
Nalidixic acid 5.3 3.6 2.7 1.7 6.8 6.8 6.2 7.2 
Oxolinic acid 5.8 3.6 3.1 1.7 8.2 6.3 9.1 11.9 
Levofloxacin 3.9 4.5 5.7 2.9 4.6 7.8 6.0 9.3 
Sarafloxacin 2.0 7.8 3.9 2.1 3.0 8.8 4.7 3.3 
Erythromycin 5.2 1.5 2.7 1.9 8.0 3.1 3.2 2.5 
Rifampicin 7.1 4.2 4.7 2.3 12.2 15.5 6.1 4.3 
Sulfadiazine 2.8 2.5 2.7 0.9 9.2 6.2 3.3 1.6 
Sulfadimethoxine 6.8 2.5 4.9 1.0 7.9 3.8 6.9 6.1 
Sulfamethazine 1.9 2.0 1.8 0.9 6.1 4.9 2.2 1.1 
Sulfamethoxazole 5.1 5.3 3.6 1.8 17.5 16.4 9.5 7.8 
Sulfathiazole 3.8 4.0 1.9 1.6 9.8 8.8 6.1 4.9 
Trimethoprim 5.7 4.8 6.3 2.8 12.4 8.7 10.0 7.9 
Chloramphenicol 7.5 3.7 3.1 2.2 8.9 4.9 4.7 2.4 
Florfenicol 3.5 3.9 3.1 2.5 11.0 6.7 3.4 3.0 
Thiamphenicol 8.2 5.6 3.9 2.0 10.3 7.5 7.1 7.7 
 
3.4. Limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) 
Limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ) were established by 
analyzing fortified blank samples with the target analytes. The first level of the 
analytical curve, which showed a signal-to-noise ratio of at least 10 and a CV of less 
than 20%, was considered the limit of quantitation. The limit of detection was 





of 3 times the baseline. Thus, the values of the limits of detection and quantitation 
of the method for tilapia are presented in Table 2. 
 
3.5. Robustness  
To evaluate the robustness, the following parameters were considered: 
EDTA concentration, stirring time and column temperature. EDTA concentrations of 
0.09 mol L-1 and 1.1 mol L-1, stirring times of 4.5 min and 5.5 min, and column 
temperatures of 25 °C and 35 °C were evaluated. The evaluation of the results 
indicated that the changes in the mentioned conditions did not produce changes in 
the results, with all of the results between 80% and 120% of the values obtained in 
the nominal conditions established by the developed analytical methodology. 
 
4. RESULTS AND DISCUSSION  
Forty samples of tilapia fillets were collected at retail outlets (markets, 
supermarkets, fishmongers) and analyzed to evaluate the presence of antimicrobial 
residues in order to predict the possible health risk of consumers through exposure 
to these substances by fish consumption. 
The analyzed tilapia samples showed low values of antimicrobial residues. 
Among the 40 collected samples, 5 presented values above the limits of detection 
established by the method (1.0 ng.g-1) but below the limit of quantitation. Three of 
the samples showed oxytetracycline residues, and 2 of them showed residues of 
florfenicol. We also found 5 samples with antimicrobial residues above the limit of 
quantitation (3.0 ng.g-1) but below the allowed maximum residue limits (MRLs). The 
results indicated oxytetracycline residues in 3 samples and enrofloxacin residues in 
2 other samples. Table 5 shows the results obtained in the determinations, while 
Figures 1 and 2 show the distribution of the results obtained in the tilapia samples 











Table 5. Results obtained in the determinations of tilapia fillet samples collected at 











Oxytetracycline 200 5 28.2 18.nov.2017 
11 <LOQ 27.nov.2017 
12 5.9 27.nov.2017 
14 6.4 27.nov.2017 
15 <LOQ 27.nov.2017 
39 <LOQ 22.dez.2017 
Enrofloxacin 100 3 10.8 18.nov.2017 
31 15.6 17.dez.2017 
Florfenicol 1000 18 <LOQ 27.nov.2017 

























Figure 2. (A) Blank samples and (B) chromatograms of samples whose specific 
residues are above the limit of quantification of the analytical method 
 
The presence of antimicrobial residues was observed for tilapia fillet samples 
but in low concentrations, which ensures the safety of the food for consumption. 
However, the results indicate the use of these antimicrobials in tilapia farms. The 
antimicrobials oxytetracycline and florfenicol have been approved for use in fish, 
and the values found are below the maximum residue limits allowed for these 
substances, which demonstrates the proper use of these compounds by the 
producers, respecting the indicated withdrawal period. However, enrofloxacin has 
not been approved for fish farms and has even been banned in some countries, 
such as Vietnam, due to its rapid absorption into soil and sediments (BINH et al., 
2018). Despite the safety assurance of these fish for human consumption regarding 
the low level of antimicrobial residues found (values below the MRLs), these values 
arouse attention regarding the off-label use of unregulated fishery products in Brazil. 
Based on these data, discussion about the approval of veterinary drugs for 





in different countries can be compared with countries from the Asian continent, 
which has a larger scope of legal antimicrobials for fish farming, such as Vietnam 
(28), China (9), Japan (27) and Thailand (5). Brazil presents only three products that 
are approved for aquaculture (BINH et al., 2018; LEAL; OLIVEIRA; FIGUEIREDO, 
2017a). The major problem of having few approved products for aquaculture 
activities is the lack of studies reporting the efficacy and withdrawal period for the 
species and the aquatic environment. Consequently, the risks of high concentrations 
of residues in the tissues and the misuse of this class of compounds have increased 
and may contribute to the development of resistant bacterial strains. 
 
5. CONCLUSIONS  
The analytical method used for the determination of antimicrobial residues in 
fish muscle samples was adequate for tilapia fillets, meeting the criteria established 
in the consulted validation guides. It can be concluded that the method is effective 
for antimicrobial residue determination in tilapia, and its great advantage is the easy 
and fast sample preparation, which consists of a simple extraction process, allowing 
a greater number of determinations in a shorter time. 
The present study demonstrates the safety of the fish fillets available in the 
Brazilian retail market and proves that the fish in question meets the world quality 
requirements for antimicrobial residues. The study also indicates the need for 
pharmacokinetic studies and determination of the withdrawal period for the use of 
new compounds in aquaculture, with the aim of preventing the off-label use of these 
substances, avoiding higher concentrations of residues in edible tissues and 
ensuring safety in the use of these drugs. The results obtained in this study also 
demonstrate the administration of non-approved compounds in fish treatment. 
Although the concentrations found are below the maximum residue limit allowed, 
these residues demonstrate the use of enrofloxacin in the cultivation of tilapia 
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O método analítico foi desenvolvido com o objetivo de quantificar 
antimicrobianos que tiveram uso declarado por produtores de peixes no Vietnã 
(RICO et al., 2013). Além destes compostos, foram incluídos também os 
antimicrobianos previstos no monitoramento do Plano Nacional de Controle de 
Resíduos do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA, 2010). 
Trabalhos recentes descritos na literatura (FREITAS et al., 2014; MONTEIRO et al., 
2015; REZK et al., 2015; YIPEL et al., 2017) utilizaram a técnica LC-MS/MS no 
desenvolvimento de métodos multirresíduos e também multiclasses de 
antimicrobianos em peixes. Devido às diferentes características químicas entre as 
moléculas pertencentes a diferentes classes, são encontradas maiores dificuldades 
de englobá-las em um único método analítico. Assim, o desenvolvimento do método 
multirresíduo apresenta grandes desafios, devido às peculiaridades de cada classe 
de antimicrobianos e ao maior número de compostos incluídos no método (JANK 
et al., 2012).  
Em testes iniciais no desenvolvimento do método analítico, cogitou-se a 
possibilidade de inclusão de três compostos da classe dos aminoglicosídeos na 
mesma corrida cromatográfica. Observou-se que, utilizando-se uma coluna 
cromatográfica de fase estacionária C18, os compostos não apresentaram retenção 
adequada devido à alta polaridade das moléculas. Foram encontrados na literatura 
trabalhos que mencionam o uso de pareadores iônicos como uma alternativa para 
aumentar a interação entre os analitos de maior polaridade e a fase estacionária 
em métodos multirresíduo. Porém, a adição dos pareadores iônicos levaram a 
supressão de sinal dos anfenicóis. Assim, métodos multirresíduos que englobam 
os aminoglicosídeos e que se utilizam de pareadores iônicos para melhor retenção 
dessas moléculas na fase estacionária, não contemplam a classe dos anfenicóis 
(GBYLIK et al., 2013; MOKH et al., 2014). Outra abordagem utilizada na separação 
cromatográfica de aminoglicosídeos é o uso de colunas de fase estacionária HILIC 
(Hydrophilic-Interaction Chromatography) (DASENAKI; MICHALI; THOMAIDIS, 
2016; MOKH et al., 2014). Entretanto, antimicrobianos de menor polaridade 
apresentam menor interação com este tipo de fase estacionária, causando 
alargamento dos sinais cromatográficos, prejudicando a quantificação destas.  
Diante destes resultados, os aminoglicosídeos foram excluídos da 





foi retomado, realizando testes com diferentes composições de fases móveis. A 
fase móvel mais adequada foi água acidificada com 0,1% de ácido fórmico e (fase 
móvel A) e acetonitrila acidificada com 0,1% de ácido fórmico (fase móvel B), o que 
garantiu uma boa separação cromatográfica dos antimicrobianos.   
Quanto ao preparo das amostras, inicialmente foram testadas extrações 
baseadas no método QuEChERS (ANASTASSIADES et al., 2003), com algumas 
modificações. Dentre estas modificações, destacam-se o uso dos sais sulfato de 
sódio e acetato de sódio. O sal sulfato de magnésio foi substituído por sulfato de 
sódio, devido ao fato de tetraciclinas sofrerem quelação com íons metálicos 
bivalentes, podendo interferir na recuperação desta classe de compostos 
(ESTEBAN; RODRIGUES; NASCIMENTO, 2007). A adição de acetato de sódio, 
por sua vez, baseou-se na extração realizada por Lopes (LOPES et al., 2012) que 
utilizou tampão acetato na abordagem QuEChERS a partir do tamponamento da 
solução para aumentar a eficiência da extração para alguns compostos. Também 
foram testados diferentes solventes de extração descritos na literatura para 
extrações de um maior número de compostos, sendo que, a adição de uma solução 
de EDTA 0,1 M na extração, mostrou-se adequada para evitar a interação das 
tetraciclinas com os íons bivalentes (FREITAS et al., 2014). Procedimentos de 
extração realizados com acetonitrila demonstraram maior eficácia na precipitação 
de proteínas com valores de recuperação adequados para a maior parte dos 
analitos. 
É importante ressaltar que foi incluída uma etapa de evaporação do 
solvente para posterior ressuspensão na fase móvel, uma vez que o solvente de 
extração apresenta maior força cromatográfica que a proporção de solvente inicial 
da corrida cromatográfica, fato este que  prejudicou a cromatografia, levando a 
picos distorcidos ou divididos (SANTOS NETO, 2010).  
Posteriormente, foram testados procedimentos baseados em extrações 
com solventes (FREITAS et al., 2014; YIPEL et al., 2017), incluindo testes para 
ajuste do volume de EDTA e de solvente a ser adicionado na extração. Verificou-
se que a adição de 0,5 mL de EDTA apresentou resultados adequados para as 
tetraciclinas, assim como a redução do volume de acetonitrila na extração não 
apresentou alterações nas recuperações, possibilitando aumento no sinal do 
cloranfenicol em sua concentração mais baixa (0,3 ng.g-1). Sendo assim, visando 





melhores limites de quantificação, principalmente para o cloranfenicol, e ainda 
manter a eficiência de extração, o volume de acetonitrila foi reduzido a 3,5 mL e o 
volume da solução de EDTA a ser adicionado também foi reduzido para 0,5 mL.  
Com o objetivo de tornar o diluente da amostra compatível com a força 
cromatográfica da fase móvel inicial da corrida, foram testados dois procedimentos 
distintos. Inicialmente, testou-se a evaporação da amostra, entretanto este 
processo demonstrou-se muito moroso, apesar da vantagem de promover a 
concentração dos analitos. Outra alternativa possível foi a diluição da amostra. A 
técnica apresenta a desvantagem de diluir os analitos, entretanto também dilui os 
interferentes da matriz, possibilitando tornar o diluente compatível com as 
condições cromatográficas iniciais. Com o gradiente de fase móvel inicial de 80% 
de água acidificada, verificou-se que foi possível diluir 300 µL do extrato com 700 
µL de água sem comprometer os formatos dos picos cromatográficos ou a 
separação cromatográfica dos compostos.  Dessa forma, foi possível quantificar os 
analitos de interesse através de um método multirresíduo com preparo de amostras 
simples e rápido.  
A partir dos dados obtidos nas validações, é possível comparar os 
resultados obtidos entre as duas matrizes. É importante ressaltar que as duas 
matrizes apresentam composição nutricional semelhante, com baixo teor de 
gordura. Este fato é de extrema importância no processo de extração dos 
compostos, uma vez que o teor de lipídeos da matriz pode exercer grande influência 
na eficiência da extração e, por conseguinte interferir na quantificação dos analitos.  
Comparando-se os resultados dos testes de exatidão pode-se perceber 
que as recuperações apresentaram valores semelhantes tanto para os filés de 
pangasius quanto de tilápia. Entretanto, a partir dos testes de precisão realizados, 
pode-se perceber que os coeficientes de variação encontrados foram menores nos 
ensaios realizados na matriz tilápia, tanto nos testes de precisão intradias quanto 
interdias. Estes resultados provavelmente devem-se às diferenças nas matrizes, 
que mesmo sendo pequenas, podem influenciar nos resultados. Entre os fatores, o 
principal deles é o teor de gordura, uma vez que o preparo da amostra não 
apresenta uma etapa para remoção deste componente da matriz. E sendo assim, 
pode-se inferir que o método desenvolvido apresenta resultados satisfatórios em 
matrizes com baixos teores de lipídeos e poucos interferentes, e podendo-se, 





mais gordurosos provavelmente necessitará de uma etapa de limpeza específica 
para este interferente da matriz, podendo ser realizada através de solventes como 
o hexano ou fases sólidas dispersivas como C18.  
Em relação aos resultados das determinações, como já descrito 
anteriormente, há duas possíveis abordagens. A primeira delas refere-se a 
segurança dos pescados em questão para o consumo humano. Sob este aspecto, 
observou-se que tanto os filés de pangasius quanto de tilápias analisados 
apresentaram concentrações de resíduos bem menores do que os limites máximos 
de resíduos definidos como seguros pelos órgãos regulatórios (CODEX 
ALIMENTARIUS, 2017; MAPA, 1999). 
 Os dados obtidos contestam os questionamentos a respeito da qualidade 
do pangasius em relação a presença de antimicrobianos e também quanto às 
políticas de certificação dos produtores vietnamitas (LITTLE et al., 2012; 
MARSCHKE; WILKINGS, 2014), enquanto comprovam a qualidade da tilápia 
produzida no Brasil, que apresenta grande potencial para ganhar espaço no 
mercado mundial (PEIXEBR, 2018).  
Entretanto, a outra possível abordagem refere-se à aprovação do uso dos 
compostos antimicrobianos em aquicultura. Países asiáticos apresentam um 
número maior de substâncias aprovadas para estes fins (28), sendo que este fato 
pode ter contribuído para a expansão da aquicultura e maior destaque destes 
países na produção de pescado mundial (LEAL; OLIVEIRA; FIGUEIREDO, 2017a). 
Todas as amostras de pangasius que tiveram resíduos identificados, 
apresentaram enrofloxacina, composto este banido pelos Estados Unidos da 
América e Vietnã (BINH et al., 2018). Apesar de todas as concentrações 
determinadas em filés de tilápia estarem abaixo do LMR, a detecção e quantificação 
de enrofloxacina nas amostras de filé de peixe demonstra a administração deste 
composto off label, ou seja, sem a aprovação para uso nestes animais. Apesar de 
não se referir à questão de segurança dos alimentos, este quesito é de grande 
importância para o comércio internacional, e o não cumprimento dos regulamentos 
dos países importadores pode ocasionar barreiras alfandegárias e grandes 
prejuízos ao mercado do país. 
No que se refere ao pangasius, pode-se concluir que os esforços para 
certificação e investimento na produção para exportação têm sido eficazes e 





apresentar maior aceitabilidade no mercado externo, garantindo cada vez mais 
destaque para o desenvolvimento da aquicultura asiática e a participação nas 
importações de pescado, principalmente de países do Norte (LITTLE et al., 2012). 
Tratando-se de aquicultura brasileira, um fator importante a se considerar 
é a aprovação do uso dos antimicrobianos para pescado no Brasil. No Brasil há 
somente 2 ativos aprovados para pescado destinados a consumo humano com 
períodos de carência determinados, sendo eles oxitetraciclina e florfenicol (LEAL; 
OLIVEIRA; FIGUEIREDO, 2017b). É importante ressaltar que a aprovação do uso 
de antimicrobianos na aquicultura garante que seja seguro tanto para os peixes 
quanto para os consumidores e para o meio ambiente. Entretanto, para o 
licenciamento de novos produtos é necessário que sejam realizados estudos para 
determinação de eficácia, farmacocinética e determinação de período de carência 
das substâncias (LEAL; OLIVEIRA; FIGUEIREDO, 2017b).  
Quanto aos filés congelados de tilápia, foram detectados os seguintes 
antimicrobianos: florfenicol, oxitetraciclina e enrofloxacina, porém em 
concentrações abaixo dos LMR’s estipulados. Apesar das baixas concentrações 
encontradas, os resultados obtidos demonstram o uso de antimicrobianos não 
aprovados para pescado. Os resíduos de enrofloxacina representam uma grande 
preocupação sob este aspecto, uma vez que esta substância tem sido banida em 
alguns países como Vietnã e os Estados Unidos da América. É importante 
considerar a aprovação destes compostos nos países importadores do pescado 
brasileiro, afinal este fato pode ter grande efeito no mercado internacional desta 
commodity e possíveis barreiras alfandegárias.    
 Ainda assim, com o grande potencial de crescimento da aquicultura 
brasileira e representatividade do país na produção mundial de tilápia, assumindo 
o quarto lugar no ranking (PEIXEBR, 2018), o Brasil pode visar sua participação no 
mercado de peixes brancos promissor e atrativo para os fornecedores e alavancado 
por espécies como a tilápia (ASCHE; ROLL; TROLLVIK, 2009), com comprovação 
do perfil de qualidade adequado a exigências de mercado mundiais.  
CONCLUSÕES GERAIS  
Com base nos dados apresentados, e possível concluir que o método 
analítico desenvolvido se demonstrou adequado ao propósito de quantificar 25 
compostos antimicrobianos em músculo de pangasius e tilápia. Vale também 





Através da validação analítica foram comprovados os parâmetros de seletividade, 
linearidade, exatidão, precisão e robustez da metodologia desenvolvida.  
 A partir dos dados e do estudo apresentado pode-se concluir que os 
pescados encontrados no mercado para consumo humano podem ser 
considerados seguros quanto à presença de resíduos dos antimicrobianos 
estudados. Mesmo sob a possibilidade de degradação dos antimicrobianos durante 
o processamento dos filés, a segurança destes alimentos disponíveis no mercado 
foi comprovada, uma vez que todos os resíduos determinados encontravam-se em 
concentrações muito menores que os limites máximos de resíduos estabelecidos.  
Filés de pangasius congelados importados do Vietnã tiveram somente um 
composto antimicrobiano identificado, sendo que as determinações indicaram 
concentrações muito baixas, próximas ao limite de quantificação do método, sendo 
possíveis duas argumentações para estes resultados. A primeira delas baseia-se 
nos grandes esforços vietnamitas em certificar os produtores e garantir a qualidade 
do pescado como commodity de exportação para países com fiscalização e 
regulamentos rigorosos. Outra possibilidade é que as concentrações baixas 
encontradas sejam justificadas por toda a cadeia de importação deste pescado e 
suas condições como tempo e condições de transporte dos pescados. Entretanto, 
os pescados apresentam perfil de qualidade compatível com normas estabelecidas 
pelos órgãos reguladores internacionais.  
Quanto aos filés congelados de tilápia, foi detectado um número maior de 
antimicrobianos, sendo eles: florfenicol, oxitetraciclina e enrofloxacina. Todos os 
compostos apresentaram concentrações abaixo dos LMR’s estipulados. Para o 
florfenicol, os resultados foram todos menores que o limite de quantificação do 
método, enquanto oxitetraciclina e enrofloxacina tiveram resultados de 
concentração mais altas, mas ainda assim abaixo dos LMR’s estabelecidos. Isso 
comprova a qualidade dos filés de tilápia produzidos no Brasil, demonstrando que 
atendem às normas definidas por órgãos regulamentares internacionais.  
Tanto os filés de pangasius quanto os de tilápia apresentaram perfil de 
qualidade compatível com requisitos de agências regulatórias nacionais (MAPA) e 
internacionais (Codex Alimentarius), em relação à presença dos antimicrobianos 
pesquisados. E independentemente da possível degradação das substâncias 
pesquisadas, o intuito do trabalho foi demonstrar o perfil de qualidade e dos 





Além disso, comparando-se os resultados obtidos nas determinações de 
amostras das duas matrizes, pode-se concluir que a tilápia produzida no Brasil 
apresenta qualidade compatível com pescados de grande relevância no promissor 
mercado de filés brancos, como o pangasius. Dessa forma, pode-se concluir que 
com a expansão e desenvolvimento da aquicultura no Brasil, o país pode superar 
a produção necessária para o suprimento do mercado interno e investir na 
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ANEXO I. DADOS VALIDAÇÃO NA MATRIZ PANGASIUS 
 
A tabela 1 a seguir apresenta os critérios de aceitação preconizados nos 
guias de validação em que os ensaios foram baseados.  
 
Tabela 1. Critérios de aceitação dos parâmetros de validação analítica 
Parâmetro de validação Critério de aceitação 
Seletividade Branco < 20% da área da menor concentração  
Efeito matriz Teste t (Student)  
Linearidade r2 > 0,99 
Precisão 
C < 10 25% 
10 < C < 100 20% 
100 < C < 1000 15% 
Exatidão 
1 < C <10 -30% a +10% 
C >10 -20% a +10% 
Robustez 
1 < C <10 -30% a +10% 
C >10 20% a +10% 
 
Entretanto, é importante ressaltar que nos casos de métodos multirresíduos 
estes critérios podem ser considerados mais flexíveis, uma vez que torna-se muito 
complexa a tarefa de atender a todos os critérios de aceitação para todas as 
moléculas. Até mesmo por tratar-se de um único método de extração e 
determinação, uma única corrida cromatográfica. Portanto, é possível observar 
resultados dos ensaios de validação fora das especificações determinadas acima, 
porém devido ao grande número de moléculas a serem determinadas.   
 
1. SELETIVIDADE E EFEITO MATRIZ  
A partir de determinações realizadas em amostras branco e em brancos 
fortificados com concentração conhecida do analito, é possível concluir que o 
método desenvolvido apresenta seletividade adequada. Não foram observados 





comparado aos cromatogramas das amostras fortificadas no limite de 
quantificação. As figuras 5 e 6 a seguir apresenta os cromatogramas obtidos nos 
testes de seletividade do método.   
 
 
Figura 1. Comparativo entre a contagem total de íons (TIC) de uma amostra branco 
(em preto) e uma amostra fortificada em de 3 ng.g-1 (em vermelho). 
 
 




Figura 3. Cromatograma obtido na determinação de amostra branco de pangasius 
fortificada no LQ do método 
 
Para determinação de efeito matriz foram realizadas determinações em 
curvas analíticas em solvente, no extrato da matriz fortificado e na matriz fortificada. 
Com os dados obtidos a partir das determinações das curvas analíticas, foram 
realizados testes de Grubbs para verificação de outliers. A seguir, testou-se a 
homogeneidade das variâncias através do teste F (Snedecor) com o objetivo de 
verificar se as variâncias podem ser agrupadas. A partir disso, é possível testar a 





verificar se realmente há diferenças significativas entre os valores obtidos em 
ausência e em presença de matriz. Estes cálculos foram realizados para cada um 
nos níveis de fortificação da curva, sendo que, para a comprovação da ausência de 
efeito matriz é necessário que este não tenha sido evidenciado em nenhum dos 
níveis de fortificação.  
A partir das determinações realizadas, foram obtidos gráficos de regressão 
linear para solvente, extrato fortificado e matriz fortificada. Estes gráficos, quando 
comparados, podem ser um indicativo do comportamento do composto e seu 
respectivo efeito matriz. As figuras a seguir apresentam os gráficos por classe de 
compostos.   
 
 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































A tabela 2 a seguir apresenta os resultados obtidos no teste t para cada um 









































































































































































Tabela 2. Resultado do teste de efeito matriz em pangasius 
Composto Teste t (Student) Efeito Matriz 
Amoxicilina tc  >  ttab Positivo 
Ampicilina tc  >  ttab Positivo 
Clortetraciclina Tc  <  ttab Negativo 
Doxiciclina tc  >  ttab Positivo 
Oxitetraciclina tc  >  ttab Positivo 
Tetraciclina Tc  <  ttab Negativo 
Ácido nalidíxico Tc  <  ttab Negativo 
Ácido oxonílico tc  >  ttab Positivo 
Ciprofloxacina tc  >  ttab Positivo 
Difloxacina Tc  <  ttab Negativo 
Enrofloxacina tc  >  ttab Positivo 
Flumequina tc  >  ttab Positivo 
Levofloxacina tc  >  ttab Positivo 
Sarafloxacina Tc  <  ttab Negativo 
Eritromicina tc  >  ttab Positivo 
Rifampicina tc  >  ttab Positivo 
Sulfadiazina tc  >  ttab Positivo 
Sulfadimetoxina Tc  <  ttab Negativo 
Sulfametazina tc  >  ttab Positivo 
Sulfametoxazol Tc  <  ttab Negativo 
Sulfatiazol Tc  <  ttab Negativo 
Cloranfenicol Tc  <  ttab Negativo 
Florfenicol tc  >  ttab Positivo 
Tianfenicol tc  >  ttab Positivo 
 
A tabela 3 a seguir apresenta os cálculos de efeito matriz através da 
inclinação da reta, apresentando o valor em porcentagem do efeito matriz para cada 










Tabela 3. Efeito matriz calculado pela inclinação da reta na matriz panga 
Composto Solvente Extrato Efeito Matriz 
(%) 
Efeito 
Amoxicilina 0,0194 0,0135 -30 Supressão 
Ampicilina 0,0115 0,0929 708 Incremento 
Clortetraciclina 0,0186 0,0166 -11 Supressão 
Doxiciclina 0,0034 0,0038 12 Incremento 
Oxitetraciclina 0,0198 0,0318 61 Incremento 
Tetraciclina 0,0386 0,0406 5 Incremento 
Ácido nalidíxico 0,0106 0,0114 8 Incremento 
Ácido oxolínico 0,0007 0,0013 86 Incremento 
Ciprofloxacina 0,0163 0,0682 318 Incremento 
Difloxacina 0,0131 0,0118 -10 Supressão 
Enrofloxacina 0,0928 0,0767 -17 Supressão 
Flumequina 0,066 0,0071 -89 Supressão 
Levofloxacina 0,0859 0,1933 125 Incremento 
Sarafloxacina 0,0594 0,046 -23 Supressão 
Eritromicina  0,0167 0,0236 41 Incremento 
Rifampicina 0,0059 0,0073 24 Incremento 
Sulfametazina 0,0125 0,0102 -18 Supressão 
Sulfadiazina 0,0084 0,0062 -26 Supressão 
Sulfadimetoxina 0,0209 0,0142 -32 Supressão 
Sulfametoxazol  0,0088 0,0064 -27 Supressão 
Sulfatiazol 0,0099 0,007 -29 Supressão 
Trimetoprim 0,0734 0,0817 11 Incremento 
Cloranfenicol 0,3899 0,4386 12 Incremento 
Florfenicol  0,2138 0,3076 44 Incremento 
Tianfenicol 0,0319 0,0448 40 Incremento 
 
 
2. LINEARIDADE  
A partir dos dados obtidos nos testes de linearidade foram construídas 
curvas de regressão linear para cada um dos compostos na matriz músculo de 





coeficiente de correlação para cada composto em matriz. A seguir são 
demonstrados os gráficos de regressão linear obtidos para cada composto, 
divididos por classe de antimicrobianos. As curvas analíticas foram obtidas através 






























































Figura 15. Curvas de calibração dos anfenicóis 
 
A seguir são apresentados os gráficos de resíduos obtidos partindo-se da regressão 
linear determinada nas curvas.  
 
 



















































































































Figura 18. Gráficos de resíduos das curvas em matriz das quinolonas 
 
 
























































Figura 20. Gráficos de resíduos das curvas em matriz das sulfonamidas 
 
 
Figura 21. Gráficos de resíduos das curvas em matriz dos anfenicóis 
 
A partir dos gráficos de resíduos demonstrados acima foi possível observar 





























































se através do teste de Cochran que as curvas não apresentaram 
homocedasticidade. Sendo assim, foi verificado que o uso de regressão linear 
ponderada, com peso 1/x seria mais o mais adequado aos dados.  
 
3. PRECISÃO E EXATIDÃO 
Os dados referentes a precisão e exatidão da metodologia desenvolvida 
para determinação de 25 antimicrobianos em filé de pangasius são apresentados 
no Capítulo II.  
A precisão do método foi determinada através do cálculo do coeficiente de 
variação, tanto entre determinações realizadas no mesmo dia (repetibilidade ou 
precisão intradias) quanto entre determinações realizadas em dias diferentes 
(precisão intermediária ou interdias). Comprova-se a precisão do método por 
valores de coeficiente de variação todos menores que 12,6% para a precisão 
intradias e 15,2% para a precisão interdias.  
Devido à ausência de materiais de referência certificados, a exatidão do 
método foi determinada através do cálculo de recuperação a partir de 
determinações de amostras branco fortificadas em níveis de concentração 
conhecidos. É possível considerar a exatidão do método adequada, ainda que os 
valores de recuperação encontrados estejam entre 65,3% e 119,8%, uma vez que 
o método apresenta grande número de compostos com diferentes características 
químicas, sendo assim possível que se considere a exatidão do método ainda que 
apresente um intervalo maior entre os valores de recuperação encontrados.  
 
4. ROBUSTEZ 
O parâmetro de robustez do método foi avaliado através da comparação 
dos resultados obtidos nas determinações utilizando-se as condições nominais do 
método desenvolvido. A seguir foram realizadas determinações com pequenas e 
deliberadas alterações em determinados parâmetros do método. As alterações 
foram realizadas uma por vez e os resultados obtidos foram comparados com os 
valores resultantes da determinação nas condições nominais do método. Assim, 
calculou-se a porcentagem dos valores obtidos nas alterações dos parâmetros em 
relação aos resultados das determinações em condições nominais. A tabela 3 a 






Tabela 4. Resultados obtidos na determinação da robustez do método em 
porcentagem.  
Composto 
Concentração de EDTA Tempo de agitação Temperatura da coluna 
0,09M 0,11M 4,5 min 5,5 min 25°C 35°C 
Amoxicillin 102,46 105,22 105,42 105,84 107,86 90,26 
Ampicillin 95,74 96,21 99,85 96,30 96,91 99,31 
Clortetracycline 101,31 89,87 98,86 105,82 102,11 93,93 
Doxycycline 80,88 93,71 88,98 94,80 89,18 101,04 
Oxytetracicline 97,64 96,09 95,52 100,39 101,16 97,44 
Tetracycline 95,79 96,61 101,57 99,03 95,56 96,03 
Ciprofloxacin 109,92 108,49 108,90 109,39 107,61 98,56 
Difloxacin 88,61 89,56 90,34 90,00 95,14 98,68 
Enrofloxacin 101,09 98,09 96,73 100,80 97,34 92,83 
Flumequine 101,18 100,53 104,41 105,61 97,80 84,09 
Nalidixic acid 103,51 100,93 106,21 109,23 97,73 84,24 
Oxolinic acid 105,92 107,56 105,43 107,04 108,32 103,24 
Levofloxacin 103,35 103,17 103,49 103,86 89,60 94,09 
Sarafloxacin 109,31 107,76 106,57 101,16 88,29 86,28 
Erythromycin 96,58 95,30 97,56 99,55 107,38 105,30 
Rifampicin 102,38 103,15 105,70 103,94 101,80 85,30 
Sulfadiazine 99,02 99,05 104,37 102,11 97,72 82,67 
Sulfadimethoxine 96,77 99,75 100,24 101,40 109,58 105,85 
Sulfamethazine 106,22 106,81 107,24 102,68 98,12 93,56 
Sulfamethoxazole 93,43 92,70 92,46 93,18 108,73 97,67 
Sulfathiazole 95,41 104,68 105,96 101,65 102,49 92,64 
Trimethoprim 100,88 103,20 101,39 103,33 92,53 81,73 
Chloramphenicol 106,30 105,74 98,01 102,56 81,60 91,21 
Florfenicol 109,71 107,39 107,31 104,72 91,05 86,25 
Thiamphenicol 104,38 103,52 96,39 97,39 82,86 90,90 
 
A partir dos valores apresentados acima pode-se observar que o método é 
robusto para as alterações propostas como concentração da solução de EDTA 
utilizada na extração, tempo de agitação durante a extração e temperatura da 








ANEXO II. DADOS VALIDAÇÃO NA MATRIZ TILÁPIA 
 
1. SELETIVIDADE E EFEITO MATRIZ  
A partir de determinações realizadas em amostras branco e em brancos 
fortificados com concentração conhecida do analito, é possível concluir que o 
método desenvolvido apresenta seletividade adequada. Não foram observados 
picos dos analitos em questão nos cromatogramas das amostras branco quando 
comparado aos cromatogramas das amostras fortificadas no limite de 
quantificação.  
Para determinação de efeito matriz foram realizadas determinações em 
curvas analíticas em solvente, no extrato da matriz fortificado e na matriz fortificada. 
Com os dados obtidos a partir das determinações das curvas analíticas, foram 
realizados testes de Grubbs para verificação de outliers. A seguir, testou-se a 
homogeneidade das variâncias através do teste F (Snedecor). Se o F calculado for 
menor que o tabelado, as variâncias podem ser consideradas iguais, significando 
que a matriz não tem efeito significativo sobre a precisão da determinação. Dessa 
forma, os desvios padrão podem ser agrupados e a igualdade das médias é 
determinada através do teste t (Student) com o objetivo de verificar se realmente 
há diferenças significativas entre os valores obtidos em ausência e em presença de 
matriz. Se o t calculado for menor que o tabelado, significa que a matriz não afeta 
o ensaio. Estes cálculos foram realizados para cada um nos níveis de fortificação 
da curva, sendo que, para a comprovação da ausência de efeito matriz é necessário 
que este não tenha sido evidenciado em nenhum dos níveis de fortificação.  
Entretanto, confirmando-se o efeito matriz para um composto, já se pode 
confirmar a necessidade de realizar as determinações em curvas matrizadas, uma 
vez que o método determina todas as moléculas em uma só corrida cromatográfica.  
A partir das determinações realizadas, foram obtidos gráficos de regressão 
linear para solvente, extrato fortificado e matriz fortificada. Estes gráficos, quando 
comparados, podem ser um indicativo do comportamento do composto e seu 
respectivo efeito matriz. As figuras a seguir apresentam os gráficos por classe de 







Figura 1. Curvas analíticas dos β-lactâmicos em solvente, extrato e matriz  
 
 























































































































































































































































































































































































































































































Figura 4. Curvas analíticas dos macrolídeos em solvente, extrato e matriz 
 
  




















































































































































































































































































Figura 6. Curvas analíticas das anfenicóis em solvente, extrato e matriz 
 

























































































































Tabela 1. Resultado do teste de efeito matriz em tilápia 
Composto Teste t de Student Efeito Matriz 
Amoxicilina tc  >  ttab Positivo 
Ampicilina tc  >  ttab Positivo 
Clortetraciclina tc  >  ttab Positivo 
Doxiciclina tc  >  ttab Positivo 
Oxitetraciclina tc  <  ttab Negativo 
Tetraciclina tc  <  ttab Negativo 
Ácido nalidíxico Tc  >  ttab Positivo 
Ácido oxonílico tc  <  ttab Negativo 
Ciprofloxacina tc  >  ttab Positivo 
Difloxacina tc  >  ttab Positivo 
Enrofloxacina tc  <  ttab Negativo 
Flumequina tc  >  ttab Positivo 
Levofloxacina tc  >  ttab Positivo 
Sarafloxacina tc  <  ttab Negativo 
Eritromicina tc  >  ttab Positivo 
Rifampicina tc  <  ttab Negativo 
Sulfadiazina tc  <  ttab Negativo 
Sulfadimetoxina tc  >  ttab Positivo 
Sulfametazina tc  >  ttab Positivo 
Sulfametoxazol tc  >  ttab Positivo 
Sulfatiazol tc  >  ttab Positivo 
Trimetoprim tc  <  ttab Negativo 
Cloranfenicol tc  <  ttab Negativo 
Florfenicol tc  >  ttab Positivo 
Tianfenicol tc  <  ttab Negativo 
 
A tabela 2 a seguir apresenta os cálculos de efeito matriz através da inclinação da 
reta, apresentando o valor em porcentagem do efeito matriz para cada analito e 









Tabela 2. Efeito 
matriz calculado 
a partir da 
inclinação da 



























Composto Solvente Extrato Efeito Matriz 
(%) 
Efeito 
Amoxicilina 0,0193 0,0135 -30 Supressão 
Ampicilina 0,0116 0,083 616 Incremento 
Clortetraciclina 0,0186 0,0157 -16 Supressão 
Doxiciclina 0,0035 0,0033 -6 Supressão 
Oxitetraciclina 0,0192 0,0338 76 Incremento 
Tetraciclina 0,0386 0,0408 6 Incremento 
Ácido nalidíxico 0,0106 0,0111 5 Incremento 
Ácido oxolínico 0,007 0,009 29 Incremento 
Ciprofloxacina 0,0163 0,0498 206 Incremento 
Difloxacina 0,0131 0,013 -1 Supressão 
Enrofloxacina 0,0928 0,0687 -26 Supressão 
Flumequina 0,0066 0,0071 8 Incremento 
Levofloxacina 0,0859 0,1535 79 Incremento 
Sarafloxacina 0,0594 0,0487 -18 Supressão 
Eritromicina  0,0167 0,0177 6 Incremento 
Rifampicina 0,0059 0,0082 39 Incremento 
Sulfametazina 0,0125 0,0104 -17 Supressão 
Sulfadiazina 0,0085 0,0067 -21 Supressão 
Sulfadimetoxina 0,0209 0,0182 -13 Supressão 
Sulfametoxazol  0,0088 0,0064 -27 Supressão 
Sulfatiazol 0,0099 0,0072 -27 Supressão 
Trimetoprim 0,0734 0,0626 -15 Supressão 
Cloranfenicol 0,3899 0,429 10 Incremento 
Florfenicol  0,2139 0,3209 50 Incremento 








2. LINEARIDADE  
A partir dos dados obtidos nos testes de linearidade foram construídas 
curvas de regressão linear para cada um dos compostos na matriz músculo de 
tilápia. Assim, também foi possível determinar a equação das retas e coeficiente de 
correlação para cada composto em matriz. A seguir, são demonstrados os gráficos 
de regressão linear obtidos para cada composto, divididos por classe de 
antimicrobianos. As curvas analíticas foram obtidas através do software 
MassHunter utilizando-se a regressão linear ponderada 1/x. 
 
 

























































Figura 12. Curvas de calibração dos anfenicóis em tilápia 
 
A seguir são apresentados os gráficos de resíduos obtidos partindo-se da regressão 
linear determinada nas curvas na matriz músculo de tilápia.  
 
 



















































































Figura 15. Gráficos de resíduos das curvas em matriz das quinolonas 
 
 

























































































































































Figura 18. Gráficos de resíduos das curvas em matriz dos anfenicóis 
 
3. PRECISÃO E EXATIDÃO  
Os dados referentes a precisão e exatidão da validação do método 
desenvolvida para a matriz filé de tilápia são apresentados no Capítulo III.  
A precisão do método foi determinada através do cálculo do coeficiente de 
variação, tanto entre determinações realizadas no mesmo dia quanto entre 
determinações realizadas em dias diferentes. Comprova-se a precisão do método 
por valores de coeficiente de variação todos menores que 9,5% para a precisão 
intradias e 17,5% para a precisão interdias.  
Devido à ausência de materiais de referência certificados, a exatidão do 
método foi determinada através do cálculo de recuperação a partir de 
determinações de amostras branco fortificadas em níveis de concentração 
conhecidos. É possível considerar a exatidão do método adequada, ainda que os 
valores de recuperação encontrados estejam entre 82,5% e 119,5%, uma vez que 
o método apresenta grande número de compostos com diferentes características 
químicas, sendo assim possível que se considere a exatidão do método ainda que 













ANEXO III. DADOS VALIDAÇÃO DO SCREENING EM TILÁPIA 
 
1. METODOLOGIA DESENVOLVIDA 
A etapa de desenvolvimento da metodologia de screening em tilápia foi 
realizada com o apoio da ApexScience (Campinas, SP) para uma abordagem 
inovadora com a aplicação de princípios de Quality by Design (QbD) para o 
desenvolvimento do método de cromatografia líquida através do uso do software 
Fusion QbD® (S-Matrix, USA). A partir da metodologia já desenvolvida, foi proposta 
realizar a validação, conforme guia 20/1/2010 da Comunidade Europeia para 
métodos de screening.  
 
1.1. Solventes, reagentes e materiais  
Todos os reagentes foram de grau analítico e o solvente de grau HPLC. 
Metanol (MeOH), marca J.T. Baker (Xalostoc, México), foi utilizado no preparo da 
fase móvel e no procedimento de extração das amostras. O ácido fórmico e formiato 
de amônio, ambos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), foram utilizados no 
preparo de fase móvel. O ácido tricloroacético P.A fornecido pela Dinâmica Química 
Contemporânea (São Paulo, Brasil), foi utilizado no procedimento de extração das 
amostras. Na etapa de filtração dos extratos da amostra, foram utilizadas 
membranas de filtração de fluoreto polivinidileno (PVDF) de 0.22 µm de porosidade 
fornecidas pela Nova Analítica (São Paulo, Brasil). Os padrões analíticos, em sua 
maioria, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), exceto a 
loperamida que foi adquirida da LCG Labor GmbH (Augsburg, Germany). Água 




1.2. Preparo das soluções estoque  
Padrões analíticos foram preparados na concentração de 1 mg/mL. ACN e 
MeOH foram os solventes orgânicos utilizados para a preparação da maioria das 
soluções. Apenas o mebendazol e seus metabólitos foram preparados em 
acetonitrila:DMSO (8:2 v/v). Estas soluções foram armazenadas em frascos âmbar 





de ácido tricloroacético (5%) em concentrações variadas, a partir das soluções 
estoque e refeitas no intervalo de 90 dias 
 
 
1.3. Sistema Q-ToF-MS 
Foi utilizado equipamento composto por um sistema de cromatografia liquida 
de alta eficiência Alliance 2695 (Waters, EUA) acoplado a um espectrômetro de 
massas Q-ToF, Micromass (Waters, EUA) híbrido composto por dois analisadores 
de massas em série: quadrupolo (Q) e tempo de voo (“time of flight”, ToF). Os dados 
foram adquiridos através do software MassLynx 4.0 (Waters, EUA). As condições 
otimizadas dos parâmetros da fonte de ionização encontram-se na tabela 9 a 
seguir. 
 
Tabela 1. Condições otimizadas dos parâmetros da fonte de ionização 
Paremeters  Values 
Capillary  500 V 
Sample cone  30 V 
Extraction cone  4.0 V 
Temperature Source 150°C 
 Desolvation 450°C 
Gas flow Cone 50L/hr 
 Desolvation 550L/hr 
 
 
1.4. Condições cromatográficas 
A coluna cromatográfica utilizada foi uma XTerra C8 de 150 x 2,1 mm, 3,5 
μm (Waters, EUA) com fluxo de 0,5mL/min e temperatura de 50 °C. A fase móvel 
foi composta por uma solução aquosa de formiato de amônio a 10mM com pH de 
3,3 (fase móvel A) e metanol acidificado com 0,1% de ácido fórmico (fase móvel B). 
O gradiente de eluição utilizado foi: 0-12.5 min, 97.4% A e 2,6% B; 12,5-13,5 min., 
5% A e 95% B; aos 17.5 min. Começando a retornar lentamente às condições 






1.5. Preparo de amostra 
O método de extração descrito foi adaptado do método descrito por Guidi et 
al. (GUIDI et al., 2017) no qual dois gramas de músculo previamente triturados e 
homogeneizadas foram pesados em tubo de polipropileno de 50mL. A seguir, 
adicionou-se 10 mL de solução aquosa de ácido tricloroacético a 5%. Agitação em 
vórtex por 5 minutos seguida de centrifugação a 10.000 g por 3 minutos. O 
sobrenadante foi coletado e filtrado em filtro de seringa em PVDF de 0,22 µm. Em 
seguida, injetou-se 20 µL do filtrado no sistema de cromatografia líquida acoplado 
ao espectrômetro de massas.  
 
2. VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO 
Trabalhos mais recentes em screening citam o “Guidelines for the Validation 
of Screening Methods for Residues of Veterinary Medicines (Initial Validation and 
Transfer) - Community Reference Laboratories (CRLs) 20/1/2010” (EC, 2010a), 
como referência para validação de métodos de screening em LC-MS para 
pesticidas e fármacos veterinários (GUIDI et al., 2017; KIM et al., 2016; MOL; 
ZOMER; DE KONING, 2012). O guia é um complemento do Guia de validação da 
Comunidade Europeia de 2002 (EC, 2002).  
A tabela 10 apresenta os analitos selecionados para o estudo, com suas 
respectivas fórmulas moleculares, massa monoisotópica, LMR’s e tempo de 
retenção dos compostos. O “screening target” para os compostos autorizados é 
usualmente determinado como a metade do LMR, enquanto para compostos 
banidos ou não autorizados é determinado como o LMDR do composto. Dessa 
forma, a validação deste método tem como objetivo evitar que se tenham resultados 











Tabela 2. Analitos estudados no método de screening 

















Enrofloxacina 100 50 360.1723 C19H22FN3O3 5,03 
Ciprofloxacina 100 50 332.1410 C17H18FN3O3 4,74 
Sarafloxacina 30 15 386.1316 C20H17F2N3O3 5,33 
Difloxacina 300 150 400.1473 C21H19F2N3O3 5,35 
Ácido oxolínico 100 50 262.0879 C13H11NO5 6,54 
Ácido nalidíxico 20 10 233.0926 C12H12N2O3 7,47 
Flumequina 600 300 262.0879 C14H12FNO3 7,51 
Sulfametazina 100 50 279.0916 C12H14N4O2S 4,89 
Sulfadiazina 100 50 251.0603 C10H10N4O2S 3,45 
Sulfadimetoxina 100 50 311.0814 C12H14N4O4S 6,52 
Sulfametoxazol 100 50 254.0599 C10H11N3O3S 5,05 
Sulfatiazol 100 50 256.0214 C9H9N3O2S2 3,77 
Clortetraciclina  200 100 479.1221 C22H23ClN2O8 5,66 
Oxitetraciclina  200 100   461.1650 C22H24N2O9 4,55 
Doxiciclina 100 50 445.1611 C22H24N2O8 6,17 
Tetraciclina 200 100 445.1611 C22H24N2O8 4,60 
Ampicilina 50 25 350.1175 C16H19N3O4S 4,26 
Amoxicilina 50 25 366.1124 C16H19N3O5S 1,77 
Eritromicina 200 100 734.4691 C37H67NO13 6,78 
Rifampicina LOQ 25 823.4129 C43H58N4O12 9,27 
Tilmicosina 50 25 869.5739 C46H80N2O13 7,58 
Florfenicol  1000 500 358.0083 C12H14Cl2FNO4S 4,79 
Tianfenicol  50 25 356.0126 C12H15Cl2NO5S 3,79 
Trimetoprima 50 25 291.1457 C14H18N4O3 4,42 
Triclorfon 10 5 256.9304 C4H8Cl3O4P 4,78 
Mebendazol 60 30 296.1035 C16H13N3O3 8,49 
Albendazol 100 50 266.0963 C12H15N3O2S 8,74 
Fembendazol 50 25 300.0807 C15H13N3O2S 9,65 
Levamisol 10 5 205.0799 C11H12N2S 3,27 
Moxidectina 50 25 640.3849 C37H53NO8 13,06 
Emamectina  100 50 886.5317 C49H75NO13 11,23 
Ivermectina 100 50 875.5157 C48H74O14 13,06 
Praziquantel LOQ  313.1916 C19H24N2O2 9,43 
Niclosamida  LOQ  326.9939 C13H8Cl2N2O4 10,9 
Loperamida LOQ  477.2309 C29H33ClN2O2 8,98 





O método cromatográfico foi desenvolvido por LC-DAD (comprimento de 
onda entre 190 a 500 nm) empregando-se o software Fusion QbD® (S- Matrix, 
USA) por abordagem QbD, com o objetivo de minimizar o tempo de otimização das 
condições cromatográficas. O software Fusion QbD® se utiliza de uma avaliação 
sistemática de multi variáveis, e com um número mínimo de experimentos, fornece 
uma superfície de resposta. Dessa forma, foram determinadas as melhores 
condições cromatográficas para separação dos compostos. A seguir, foi realizada 
a transferência do método para o espectrômetro de massas, otimizando as 
condições do detector para os compostos a serem determinados através da infusão 
das substâncias.  
Os compostos da classe das tetraciclinas apresentaram fragmentação na 
fonte de ionização. Isso pode ser concluído pela observação do espectro de 
massas obtidos em fullscan, onde foi possível observar a presença de sinal para os 
fragmentos destes compostos em maior abundância do que para o íon precursor, 
mesmo sem aplicação de energia de colisão. Foram observados os mesmos 
fragmentos encontrados nas determinações do Triplo Quadrupolo. Com o objetivo 
de reduzir este efeito, foram realizados testes com diferentes valores de voltagem 
do cone. Entretanto, os valores adequados para reduzir a fragmentação destes 
compostos não foram adequados para a ionização de outras classes de compostos.  
A partir do método desenvolvido, foram realizados testes para a validação 
da metodologia conforme o Guia 20/1/2010 da Comunidade Europeia para 
validação de métodos qualitativos (screening). De acordo com o guia de validação, 
os parâmetros a serem determinados são: threshold value (valor limite a partir do 
qual a amostra é suspeita de ser positiva); cut off factor (fator de corte, valor a partir 
do qual a amostra é verdadeiramente positiva); capacidade de detecção (CCβ); 
limite de detecção (LOD), sensibilidade e especificidade. A determinação destes 
parâmetros visa testar o método com o objetivo de verificar se poderá ser aplicado 
a todos os analitos de interesse (neste caso 35 analitos) garantindo que seja 
possível a identificação dos compostos nos limites determinados.  
Para os testes preliminares a validação do método, foram preparadas 20 
amostras branco e 20 amostras fortificadas na concentração do screening target. A 
partir dos dados obtidos, foram calculados os valores de threshold e cut off. Através 





capaz de distinguir amostras positivas de amostras negativas. Estes dados são 
demonstrados na tabela 11 a seguir:  
















Enrofloxacino 50 18,92 7,99 12,03 Fm>T Sim 
Ciprofloxacino 50 2,05 0,68 9,90 Fm>T Sim 
Sarafloxacino 15 1,52 0,39 1,66 Fm>T Sim 
Difloxacino 150 30,80 8,83 19,64 Fm>T Sim 
Ácido oxolínico 50 247,31 50,99 3,66 Fm<T Não 
Ácido nalidíxico 10 284,23 184,17 -22,81 Fm<T Não 
Flumequina 300 170,36 50,99 35,86 Fm<T Não 
Sulfametazina 50 310,94 68,30 7,47 Fm<T Não 
Sulfadiazina 50 13,62 1,74 2,39 Fm>T Sim 
Sulfadimetoxina 50 14,51 3,35 5,01 Fm>T Sim 
Sulfametoxazol 50 12,91 0,96 1,43 Fm>T Sim 
Sulfatiazol 50 10,12 0,53 0,76 Fm>T Sim 
Clortetraciclina 100 107,46 0,28 -0,02 Fm<T Não 
Oxitetraciclina 100 113,95 50,36 -35,68 Fm<T Não 
Doxiciclina 50 49,94 0,41 0,04 Fm<T Não 
Tetraciclina 100 27,65 0,81 0,35 Fm<T Não 
Eritromicina 100 14,06 2,07 3,36 Fm>T Sim 
Rifampicina 25 35,03 0,99 -0,27 Fm<T Não 
Tilmicosina 25 1229,20 272,90 0,21 Fm<T Não 
Ampicilina 25 60,03 34,72 -9,37 Fm<T Não 
Amoxicilina 25 12,76 0,23 -0,09 Fm<T Não 
Florfenicol 500 560,95 171,44 78,37 Fm<T Não 
Tianfenicol 25 9,13 0,29 -0,59 Fm<T Não 
Trimetoprima 25 19,58 11,32 13,90 Fm>T Sim 
Triclorfon 5 4,50 0,15 -0,02 Fm<T Não 
Mebendazol 30 14,95 2,13 1,25 Fm<T Não 
Albendazol 50 37,06 12,78 -6,82 Fm<T Não 
Fembendazol 25 15,45 1,00 0,49 Fm<T Não 
Moxidectina 25 53,57 17,43 -0,99 Fm<T Não 
Emamectina 50 1812,51 16,60 -0,15 Fm<T Não 
Ivermectina 50 321,25 123,19 -13,03 Fm<T Não 
Praziquantel 10 98,75 75,17 30,62 Fm<T Não 
Loperamida 10 14,47 3,61 0,97 Fm<T Não 
Levamisol 5 1,67 1,07 2,77 Fm>T Sim 
Tiabendazol 50 6,51 3,95 24,90 Fm>T Sim 
 
De acordo com o guia de validação para métodos de screening  (EC, 2010a), 





mais do que 5% de falsos positivos. Conforme dados demonstrados acima foi 
possível observar que somente 12 compostos apresentaram menos de 5% de 
resultados falsos positivos, podendo ser identificados através deste método. Como 
se pode observar em trabalhos recentes (DASENAKI et al., 2015; GUIDI et al., 
2017; KIM et al., 2016; MOL; ZOMER; DE KONING, 2012), métodos de screening 
visam incluir grande número de compostos para identificação rápida.  
Devido ao reduzido número de compostos com seletividade adequada, não 
foram retomados os esforços para validação do método. Um dos grandes fatores 
que dificultaram a realização do estudo é a sensibilidade do equipamento utilizado. 
Em concentrações mais altas, foram observados sinais analíticos apropriados para 
tetraciclinas e anfenicóis (classes com medicamentos aprovados para uso em 
piscicultura). Porém, quando testadas na concentração de metade do LMR, não foi 
possível atingir a seletividade e sensibilidade adequada.  
De acordo com o Guia de validação é possível que sejam testadas 
concentrações entre metade do LMR e o próprio LMR. Porém para determinar a 
concentração que apresentasse a seletividade adequada seriam necessários 
novos testes para posterior validação da metodologia proposta.  
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 Seguem neste anexo, os dados brutos da validação analítica do composto 















0,1132 0,0088 7,786 0,300 0,1180 
0,300 0,1185 
0,500 0,1588 
0,1838 0,0249 13,548 0,500 0,2086 
0,500 0,1841 
1,000 0,3899 
0,3719 0,0168 4,514 1,000 0,3691 
1,000 0,3567 
3,000 0,9648 
1,0387 0,1281 12,329 3,000 0,9648 
3,000 1,1866 
5,000 1,7820 
1,8131 0,0273 1,507 5,000 1,8238 
5,000 1,8335 
10,000 4,2000 
3,9552 0,2985 7,548 10,000 3,6227 
10,000 4,0430 
15,000 6,0361 
5,7816 0,4409 7,626 15,000 6,0361 
15,000 5,2725 
Xm Ym A B  










Conc. (Xi-Xm) (Xi-Xm)^2 (Yi-Ym) (Yi-Ym)^2 (Xi-Xm)*(Yi-Ym) Yprevisto Resíduo 
0,300 -46,7143 2182,22449 -1,7909 3,20747481 83,66259662 0,07242555 0,0306 
0,300 -46,7143 2182,22449 -1,7760 3,15407160 82,96319834 0,07242555 0,0455 
0,300 -46,7143 2182,22449 -1,7754 3,15206934 82,93686102 0,07242555 0,0461 
0,500 -44,7143 1999,367347 -1,7351 3,01061528 77,5843147 0,150410657 0,0084 
0,500 -44,7143 1999,367347 -1,6853 2,84023464 75,35696649 0,150410657 0,0582 
0,500 -44,7143 1999,367347 -1,7099 2,92367884 76,455922 0,150410657 0,0336 
1,000 -39,7143 1577,22449 -1,5040 2,26201103 59,73022016 0,345373422 0,0446 
1,000 -39,7143 1577,22449 -1,5248 2,32497711 60,55584893 0,345373422 0,0238 
1,000 -39,7143 1577,22449 -1,5372 2,36307421 61,04996741 0,345373422 0,0113 
3,000 -19,7143 388,6530612 -0,9292 0,86335078 18,31785809 1,125224483 -0,1605 
3,000 -19,7143 388,6530612 -0,9292 0,86335078 18,31785809 1,125224483 -0,1605 
3,000 -19,7143 388,6530612 -0,7074 0,50035746 13,94508725 1,125224483 0,0614 
5,000 0,2857 0,081632653 -0,1119 0,01251877 -0,031967802 1,905075545 -0,1230 
5,000 0,2857 0,081632653 -0,0702 0,00492345 -0,020047801 1,905075545 -0,0813 
5,000 0,2857 0,081632653 -0,0605 0,00365529 -0,017273999 1,905075545 -0,0716 
10,000 50,2857 2528,653061 2,3061 5,31812746 115,9642156 3,854703198 0,3453 
10,000 50,2857 2528,653061 1,7287 2,98854716 86,93100094 3,854703198 -0,2320 
10,000 50,2857 2528,653061 2,1491 4,61859096 108,0685624 3,854703198 0,1883 
15,000 100,2857 10057,22449 4,1422 17,15766525 415,4016022 5,804330852 0,2318 
15,000 100,2857 10057,22449 4,1422 17,15766525 415,4016022 5,804330852 0,2318 




86,1414 2191,3926   
 


































0,1032 0,0145 14,02120895 0,300 0,1186 
0,300 0,0899 
0,500 0,1996 
0,1836 0,0288 15,70401805 0,500 0,1503 
0,500 0,2010 
1,000 0,3323 
0,3294 0,0411 12,48103454 1,000 0,2869 
1,000 0,3689 
3,000 1,1245 
1,9095 0,0968 5,066784272 3,000 1,0655 
3,000 1,0260 
5,000 1,8165 
4,3004 0,1877 4,365235274 5,000 2,0096 
5,000 1,9025 
10,000 4,1099 
6,5024 0,4676 7,191865939 10,000 4,4852 
10,000 4,3061 
15,000 6,3146 
6,5024 0,4676 7,191865939 15,000 6,1578 
15,000 7,0347 
Xm Ym A B  




















0,300 -46,7143 2182,2245 -1,9560 3,8260 91,3736 0,0084 0,0929 
0,300 -46,7143 2182,2245 -1,9386 3,7581 90,5594 0,0084 0,1103 
0,300 -46,7143 2182,2245 -1,9673 3,8703 91,9018 0,0084 0,0815 
0,500 -44,7143 1999,3673 -1,8576 3,4507 83,0619 0,0961 0,1035 
0,500 -44,7143 1999,3673 -1,9069 3,6361 85,2642 0,0961 0,0543 
0,500 -44,7143 1999,3673 -1,8562 3,4457 83,0007 0,0961 0,1049 
1,000 -39,7143 1577,2245 -1,7249 2,9753 68,5032 0,3154 0,0169 
1,000 -39,7143 1577,2245 -1,7703 3,1341 70,3078 0,3154 -0,0285 
1,000 -39,7143 1577,2245 -1,6883 2,8503 67,0487 0,3154 0,0536 
3,000 -19,7143 388,6531 -0,9327 0,8699 18,3873 1,1926 -0,0680 
3,000 -19,7143 388,6531 -0,9917 0,9835 19,5514 1,1926 -0,1271 
3,000 -19,7143 388,6531 -1,0312 1,0634 20,3299 1,1926 -0,1666 
5,000 0,2857 0,0816 -0,2407 0,0580 -0,0688 2,0697 -0,2533 
5,000 0,2857 0,0816 -0,0476 0,0023 -0,0136 2,0697 -0,0601 
5,000 0,2857 0,0816 -0,1547 0,0239 -0,0442 2,0697 -0,1673 
10,000 50,2857 2528,6531 2,0526 4,2133 103,2187 4,2627 -0,1529 
10,000 50,2857 2528,6531 2,4280 5,8950 122,0915 4,2627 0,2225 
10,000 50,2857 2528,6531 2,2489 5,0573 113,0852 4,2627 0,0434 
15,000 100,2857 10057,2245 4,2574 18,1254 426,9557 6,4557 -0,1411 
15,000 100,2857 10057,2245 4,1006 16,8145 411,2271 6,4557 -0,2979 




108,8286 2464,9117   
 

































0,0973 0,0202 20,74020848 0,300 0,1205 
0,300 0,0881 
0,500 0,1431 
0,1679 0,0225 13,42918118 0,500 0,1872 
0,500 0,1733 
1,000 0,3054 
0,3302 0,0215 6,498240828 1,000 0,3421 
1,000 0,3431 
3,000 1,0095 
1,0887 0,0687 6,311369358 3,000 1,1236 
3,000 1,1330 
5,000 1,8000 
1,9289 0,1400 7,259335994 5,000 2,0779 
5,000 1,9088 
10,000 3,8173 
4,1724 0,3719 8,912113059 10,000 4,1410 
10,000 4,5590 
15,000 6,0977 
6,7017 0,5299 7,906548101 15,000 6,9190 
15,000 7,0883 
Xm Ym A B  























0,300 -46,7143 2182,2245 -1,9862 3,9451 92,7847 -0,0146 0,0980 
0,300 -46,7143 2182,2245 -1,9491 3,7991 91,0516 -0,0146 0,1351 
0,300 -46,7143 2182,2245 -1,9815 3,9262 92,5622 -0,0146 0,1028 
0,500 -44,7143 1999,3673 -1,9265 3,7113 86,1413 0,0746 0,0685 
0,500 -44,7143 1999,3673 -1,8824 3,5434 84,1693 0,0746 0,1126 
0,500 -44,7143 1999,3673 -1,8963 3,5961 84,7929 0,0746 0,0987 
1,000 -39,7143 1577,2245 -1,7642 3,1122 70,0620 0,2977 0,0078 
1,000 -39,7143 1577,2245 -1,7275 2,9844 68,6076 0,2977 0,0444 
1,000 -39,7143 1577,2245 -1,7265 2,9807 68,5654 0,2977 0,0454 
3,000 -19,7143 388,6531 -1,0600 1,1237 20,8979 1,1900 -0,1805 
3,000 -19,7143 388,6531 -0,9460 0,8949 18,6497 1,1900 -0,0664 
3,000 -19,7143 388,6531 -0,9366 0,8772 18,4646 1,1900 -0,0570 
5,000 0,2857 0,0816 -0,2695 0,0727 -0,0770 2,0823 -0,2823 
5,000 0,2857 0,0816 0,0083 0,0001 0,0024 2,0823 -0,0044 
5,000 0,2857 0,0816 -0,1608 0,0258 -0,0459 2,0823 -0,1735 
10,000 50,2857 2528,6531 1,7477 3,0544 87,8833 4,3132 -0,4959 
10,000 50,2857 2528,6531 2,0714 4,2908 104,1626 4,3132 -0,1721 
10,000 50,2857 2528,6531 2,4894 6,1971 125,1806 4,3132 0,2458 
15,000 100,2857 10057,2245 4,0281 16,2257 403,9617 6,5440 -0,4463 
15,000 100,2857 10057,2245 4,8494 23,5166 486,3252 6,5440 0,3750 




113,0651 2507,4515   
 














1 0,3599 0,3000 0,0599 119,9790 
2 0,3597 0,3000 0,0597 119,9041 
3 0,3605 0,3000 0,0605 120,1717 
4 0,4081 0,3000 0,1081 136,0398 
5 0,3592 0,3000 0,0592 119,7294 
6 0,3548 0,3000 0,0548 118,2744 
Média 0,3670    
DP 0,02    















1 0,9595 1,0000 -0,0405 95,9496 
2 0,8887 1,0000 -0,1113 88,8652 
3 0,9061 1,0000 -0,0939 90,6054 
4 0,9942 1,0000 -0,0058 99,4167 
5 0,9624 1,0000 -0,0376 96,2394 
6 0,9305 1,0000 -0,0695 93,0508 
Média 0,9402    
DP 0,04    
DPR(%) 4,17    
     
     











1 4,5150 5,0000 -0,4850 90,3008 
2 4,8956 5,0000 -0,1044 97,9118 
3 4,7982 5,0000 -0,2018 95,9649 
4 4,0954 5,0000 -0,9046 81,9080 
5 4,5352 5,0000 -0,4648 90,7042 
6 3,9882 5,0000 -1,0118 79,7632 
Média 4,4713    
DP 0,37    
DPR(%) 8,17    
     
     











1 14,3666 15,0000 -0,6334 95,7776 
2 13,6304 15,0000 -1,3696 90,8693 
3 13,8560 15,0000 -1,1440 92,3733 
4 14,3896 15,0000 -0,6104 95,9308 
5 14,8986 15,0000 -0,1014 99,3243 
6 13,4361 15,0000 -1,5639 89,5742 
Média 14,0962       
DP 0,55    

















1 0,3505 0,3000 0,0505 116,8411 
2 0,3704 0,3000 0,0704 123,4648 
3 0,3655 0,3000 0,0655 121,8374 
4 0,2952 0,3000 -0,0048 98,4031 
5 0,2866 0,3000 -0,0134 95,5490 
6 0,3511 0,3000 0,0511 117,0276 
Média 0,3366    
DP 0,04    
DPR(%) 10,79    
     
     











1 0,9864 1,0000 -0,0136 98,6410 
2 0,9612 1,0000 -0,0388 96,1224 
3 0,9985 1,0000 -0,0015 99,8481 
4 1,0138 1,0000 0,0138 101,3801 
5 1,0557 1,0000 0,0557 105,5650 
6 1,0258 1,0000 0,0258 102,5835 
Média 1,0069    
DP 0,03    
DPR(%) 3,25    
     











1 5,0703 5,0000 0,0703 101,4055 
2 5,1483 5,0000 0,1483 102,9661 
3 4,6730 5,0000 -0,3270 93,4609 
4 4,8331 5,0000 -0,1669 96,6622 
5 4,7999 5,0000 -0,2001 95,9989 
6 4,5829 5,0000 -0,4171 91,6586 
Média 4,8513       
DP 0,22    
DPR(%) 4,54       







   











1 16,5480 15,0000 1,5480 110,3201 
2 16,3499 15,0000 1,3887 109,2579 
3 16,3887 15,0000 1,3769 109,1793 
4 16,3769 15,0000 1,5021 110,0143 
5 16,5021 15,0000 0,9373 106,2484 
6 15,9373 15,0000 #REF! #REF! 
Média 16,3505    
DP 0,22    















1 0,3616 0,3000 0,0616 120,5420 
2 0,3081 0,3000 0,0081 102,7128 
3 0,3609 0,3000 0,0609 120,3046 
4 0,4306 0,3000 0,1306 143,5371 
5 0,3185 0,3000 0,0185 106,1669 
6 0,3407 0,3000 0,0407 113,5823 
Média 0,3534       
DP 0,04     















     
















1 0,8948 1,0000 -0,1052 89,4838 
2 0,8224 1,0000 -0,1776 82,2359 
3 0,8402 1,0000 -0,1598 84,0163 
4 0,9582 1,0000 -0,0418 95,8215 
5 0,8978 1,0000 -0,1348 89,7803 
6 0,8652 1,0000 -0,1202 86,5181 
Média 0,8798       
DP 0,05     













1 4,5324 5,0000 -0,4676 90,6489 
2 4,9218 5,0000 -0,0782 98,4355 
3 4,8222 5,0000 -0,1778 96,4438 
4 4,1031 5,0000 -0,8969 82,0624 
5 4,5531 5,0000 -0,4469 91,0616 
6 3,9210 5,0000 -1,0790 78,4209 
Média 4,4756       
DP 0,39     
DPR(%) 8,79       
     
     











1 14,6114 15,0000 -0,3886 97,4095 
2 13,8582 15,0000 -1,1418 92,3879 
3 14,0890 15,0000 -0,9110 93,9266 
4 14,6349 15,0000 -0,3651 97,5662 
5 15,3183 15,0000 0,3183 102,1218 
6 13,6594 15,0000 -1,3406 91,0629 
Média 14,3619       
DP 0,61     


















1 0,3566 0,3000 0,0566 118,8787 
2 0,3541 0,3000 0,0541 118,0388 
3 0,3596 0,3000 0,0596 119,8745 
4 0,4868 0,3000 0,1868 162,2771 
5 0,3552 0,3000 0,0552 118,3944 
6 0,3575 0,3000 0,0575 119,1783 
  
  Média 126,1070 
  
  DP 17,73 
  













1 0,9455 1,0000 -0,0545 94,5479 
2 0,8739 1,0000 -0,1261 87,3871 
3 0,8915 1,0000 -0,1085 89,1462 
4 1,0081 1,0000 0,0081 100,8094 
5 0,9484 1,0000 -0,0516 94,8408 
6 0,9162 1,0000 -0,0838 91,6179 
   Média 93,0582 
   DP 4,80 
    DPR(%) 5,15 
     











1 4,5394 5,0000 -0,4606 90,7874 
2 4,9240 5,0000 -0,0760 98,4805 
3 4,8256 5,0000 -0,1744 96,5127 
4 4,1152 5,0000 -0,8848 82,3041 
5 4,5598 5,0000 -0,4402 91,1952 
6 3,9353 5,0000 -1,0647 78,7064 
      Média 89,6644 
     DP 7,78 















1 14,4972 15,0000 -0,5028 96,6481 
2 13,7530 15,0000 -1,2470 91,6869 
3 13,9811 15,0000 -1,0189 93,2072 
4 14,5205 15,0000 -0,4795 96,8030 
5 15,0350 15,0000 0,0350 100,2331 
6 13,5567 15,0000 -1,4433 90,3779 
      Média 94,8260 
     DP 3,71 













1 0,3483 0,3000 0,0483 116,1078 
2 0,3505 0,3000 0,0505 116,8292 
3 0,3460 0,3000 0,0460 115,3399 
4 0,3221 0,3000 0,0221 107,3593 
5 0,3135 0,3000 0,0135 104,5042 
6 0,3524 0,3000 0,0524 117,4500 
   Média 112,9317 
   DP 5,54 
    DPR(%) 4,91 
     











1 1,0088 1,0000 0,0088 100,8847 
2 0,9883 1,0000 -0,0117 98,8325 
3 0,9993 1,0000 -0,0007 99,9332 
4 0,9897 1,0000 -0,0103 98,9689 
5 0,9906 1,0000 -0,0094 99,0638 
6 0,9657 1,0000 -0,0343 96,5696 
     Média 99,0421 
     DP 1,44 

















1 4,9396 5,0000 -0,0604 98,7918 
2 4,9897 5,0000 -0,0103 99,7944 
3 4,7014 5,0000 -0,2986 94,0288 
4 4,8616 5,0000 -0,1384 97,2313 
5 4,8284 5,0000 -0,1716 96,5677 
6 4,6113 5,0000 -0,3887 92,2259 
   Média 96,4400 
   DP 2,86 













1 16,4318 15,0000 1,4318 109,5454 
2 16,2122 15,0000 1,2122 108,0810 
3 16,4212 15,0000 1,4212 109,4745 
4 16,4094 15,0000 1,4094 109,3959 
5 16,2213 15,0000 1,2213 108,1419 
6 15,9696 15,0000 0,9696 106,4640 
   Média 108,5171 
   DP 1,21 













1 0,3577 0,3000 0,7088 119,2172 
2 0,3063 0,3000 0,6883 102,1008 
3 0,3570 0,3000 0,6993 118,9893 
4 0,4239 0,3000 0,6897 141,2930 
5 0,3163 0,3000 0,6906 105,4168 
6 0,3376 0,3000 0,6657 112,5357 
   Média 116,5921 
   DP 13,96 
















1 0,8695 1,0000 -0,6423 86,9547 
2 0,8000 1,0000 -0,6937 79,9965 
3 0,8171 1,0000 -0,6430 81,7058 
4 0,9304 1,0000 -0,5761 93,0390 
5 0,8724 1,0000 -0,6837 87,2393 
6 0,8411 1,0000 -0,6624 84,1075 
     Média 85,5071 
     DP 4,66 
      DPR(%) 5,45 
     
     











1 4,3617 5,0000 -4,1305 87,2345 
2 4,7355 5,0000 -4,2000 94,7099 
3 4,6399 5,0000 -4,1829 92,7977 
4 3,9496 5,0000 -4,0696 78,9913 
5 4,3815 5,0000 -4,1276 87,6308 
6 3,7748 5,0000 -4,1589 75,4954 
     Média 86,1433 
     DP 7,56 
      DPR(%) 8,77 
     
     











1 14,0378 15,0000 -0,9622 93,5850 
2 13,3146 15,0000 -1,6854 88,7642 
3 13,5362 15,0000 -1,4638 90,2415 
4 14,0603 15,0000 -0,9397 93,7356 
5 14,7164 15,0000 -0,2836 98,1090 
6 13,1238 15,0000 -1,8762 87,4922 
     Média 91,9879 
     DP 3,92 


















3 0,3649 0,2966 0,0682 123,0065 
10 0,9944 0,9874 0,0070 100,7083 
50 4,7581 4,4579 0,3003 106,7359 
150 14,0026 14,7774 -0,7748 94,7567 
   Média 106,3018 
   DP 12,16 
   DPR(%) 11,44 
     
     









3 0,3001 0,2966 0,0035 101,1817 
10 0,9637 0,9874 -0,0236 97,6064 
50 5,4088 4,4579 0,9509 121,3317 
150 15,1972 14,7774 0,4198 102,8410 
    Média 105,7402 
    DP 10,62 
      DPR(%) 10,04 
 
 









3 0,2397 0,2966 -0,0569 80,8134 
10 1,1057 0,9874 0,1184 111,9896 
50 4,0330 4,4579 -0,4249 90,4696 
150 16,0734 14,7774 1,2960 108,7700 
  
 
 Média 98,0107 
    DP 14,87 
     DPR(%) 15,18 
     














3 0,3152 0,2966 0,0185 106,2506 
10 0,9020 0,9874 -0,0854 91,3539 
50 4,1542 4,4579 -0,3037 93,1870 
150 17,6542 14,7774 2,8768 119,4675 
   Média 102,5647 
   DP 13,08 











3 0,4404 0,4525 -0,0120 97,3401 
10 0,9105 1,2518 -0,3413 72,7367 
50 3,8276 5,6050 -1,7773 68,2900 
150 11,1683 12,6889 -1,5206 88,0162 
  
 
 Média 81,5957 
    DP 13,47 











3 0,3373 0,4525 -0,1152 74,5439 
10 1,0992 1,2518 -0,1526 87,8091 
50 4,5072 5,6050 -1,0978 80,4147 
150 15,4872 12,6889 2,7983 122,0532 
    Média 91,2052 
    DP 21,27 























0,1132 0,0088 7,786 3,0000 0,1180 
3,0000 0,1185 
5,0000 0,1588 
0,1838 0,0249 13,548 5,0000 0,2086 
5,0000 0,1841 
10,0000 0,3899 
0,3719 0,0168 4,514 10,0000 0,3691 
10,0000 0,3567 
30,0000 0,9648 
1,0387 0,1281 12,329 30,0000 0,9648 
30,0000 1,1866 
50,0000 1,7820 
1,8131 0,0273 1,507 50,0000 1,8238 
50,0000 1,8335 
100,0000 4,2000 
3,9552 0,2985 7,548 100,0000 3,6227 
100,0000 4,0430 
150,0000 6,0361 
5,6543 0,5400 9,550 150,0000 6,0361 
150,0000 5,2725 
Xm Ym A B  















CONC. (Xi-Xm) (Xi-Xm)^2 (Yi-Ym) (Yi-Ym)^2 (Xi-Xm)*(Yi-Ym) Yprevisto RESÍDUO 
3,0000 -46,7143 2182,22449 -1,7909 3,20747481 83,66259662 0,07242555 0,0306 
3,0000 -46,7143 2182,22449 -1,7760 3,15407160 82,96319834 0,07242555 0,0455 
3,0000 -46,7143 2182,22449 -1,7754 3,15206934 82,93686102 0,07242555 0,0461 
5,0000 -44,7143 1999,367347 -1,7351 3,01061528 77,5843147 0,150410657 0,0084 
5,0000 -44,7143 1999,367347 -1,6853 2,84023464 75,35696649 0,150410657 0,0582 
5,0000 -44,7143 1999,367347 -1,7099 2,92367884 76,455922 0,150410657 0,0336 
10,0000 -39,7143 1577,22449 -1,5040 2,26201103 59,73022016 0,345373422 0,0446 
10,0000 -39,7143 1577,22449 -1,5248 2,32497711 60,55584893 0,345373422 0,0238 
10,0000 -39,7143 1577,22449 -1,5372 2,36307421 61,04996741 0,345373422 0,0113 
30,0000 -19,7143 388,6530612 -0,9292 0,86335078 18,31785809 1,125224483 -0,1605 
30,0000 -19,7143 388,6530612 -0,9292 0,86335078 18,31785809 1,125224483 -0,1605 
30,0000 -19,7143 388,6530612 -0,7074 0,50035746 13,94508725 1,125224483 0,0614 
50,0000 0,2857 0,081632653 -0,1119 0,01251877 -0,031967802 1,905075545 -0,1230 
50,0000 0,2857 0,081632653 -0,0702 0,00492345 -0,020047801 1,905075545 -0,0813 
50,0000 0,2857 0,081632653 -0,0605 0,00365529 -0,017273999 1,905075545 -0,0716 
100,0000 50,2857 2528,653061 2,3061 5,31812746 115,9642156 3,854703198 0,3453 
100,0000 50,2857 2528,653061 1,7287 2,98854716 86,93100094 3,854703198 -0,2320 
100,0000 50,2857 2528,653061 2,1491 4,61859096 108,0685624 3,854703198 0,1883 
150,0000 100,2857 10057,22449 4,1422 17,15766525 415,4016022 5,804330852 0,2318 
150,0000 100,2857 10057,22449 4,1422 17,15766525 415,4016022 5,804330852 0,2318 




86,1414 2191,3926   
 





























0,1231 0,0136 11,07278938 3,0000 0,1081 
3,0000 0,1264 
5,0000 0,1811 
0,1840 0,0134 7,282214033 5,0000 0,1724 
5,0000 0,1987 
10,0000 0,3613 
0,3707 0,0148 3,996738229 10,0000 0,3878 
10,0000 0,3631 
30,0000 1,1387 
1,1045 0,0524 4,740010659 30,0000 1,0443 
30,0000 1,1306 
50,0000 1,8133 
1,8735 0,0522 2,784931681 50,0000 1,9037 
50,0000 1,9036 
100,0000 4,0927 
4,0618 0,0500 1,231284212 100,0000 4,0041 
100,0000 4,0885 
150,0000 6,6885 
6,4751 0,2117 3,268961527 150,0000 6,4716 
150,0000 6,2652 
Xm 4 A B  


















CONC. (Xi-Xm) (Xi-Xm)^2 (Yi-Ym) (Yi-Ym)^2 (Xi-Xm)*(Yi-Ym) Yprevisto RESÍDUO 
3,0000 -46,7143 2182,2245 -1,8928 3,5826 88,4198 0,0235 0,1113 
3,0000 -46,7143 2182,2245 -1,9194 3,6842 89,6646 0,0235 0,0846 
3,0000 -46,7143 2182,2245 -1,9011 3,6143 88,8098 0,0235 0,1029 
5,0000 -44,7143 1999,3673 -1,8464 3,4094 82,5626 0,1093 0,0718 
5,0000 -44,7143 1999,3673 -1,8552 3,4417 82,9526 0,1093 0,0631 
5,0000 -44,7143 1999,3673 -1,8289 3,3447 81,7761 0,1093 0,0894 
10,0000 -39,7143 1577,2245 -1,6663 2,7764 66,1743 0,3238 0,0375 
10,0000 -39,7143 1577,2245 -1,6397 2,6887 65,1207 0,3238 0,0640 
10,0000 -39,7143 1577,2245 -1,6644 2,7703 66,1016 0,3238 0,0393 
30,0000 -19,7143 388,6531 -0,8888 0,7900 17,5229 1,1818 -0,0431 
30,0000 -19,7143 388,6531 -0,9833 0,9668 19,3847 1,1818 -0,1375 
30,0000 -19,7143 388,6531 -0,8969 0,8044 17,6816 1,1818 -0,0511 
50,0000 0,2857 0,0816 -0,2143 0,0459 -0,0612 2,0398 -0,2265 
50,0000 0,2857 0,0816 -0,1239 0,0153 -0,0354 2,0398 -0,1361 
50,0000 0,2857 0,0816 -0,1240 0,0154 -0,0354 2,0398 -0,1362 
100,0000 50,2857 2528,6531 2,0652 4,2651 103,8501 4,1848 -0,0921 
100,0000 50,2857 2528,6531 1,9765 3,9067 99,3910 4,1848 -0,1807 
100,0000 50,2857 2528,6531 2,0609 4,2475 103,6358 4,1848 -0,0963 
150,0000 100,2857 10057,2245 4,6610 21,7245 467,4277 6,3298 0,3587 
150,0000 100,2857 10057,2245 4,4440 19,7496 445,6744 6,3298 0,1418 




103,8013 2410,9957   
 




























0,1216 0,0076 6,267400435 3,0000 0,1145 
3,0000 0,1207 
5,0000 0,1795 
0,1951 0,0181 9,252880767 5,0000 0,2149 
5,0000 0,1909 
10,0000 0,3941 
0,3711 0,0331 8,909375652 10,0000 0,3861 
10,0000 0,3332 
30,0000 1,2398 
1,2390 0,0939 7,579319204 30,0000 1,3324 
30,0000 1,1446 
50,0000 1,9554 
2,0099 0,0928 4,616356571 50,0000 2,1170 
50,0000 1,9572 
100,0000 4,1807 
4,2944 0,1609 3,746032306 100,0000 4,4784 
100,0000 4,2240 
150,0000 6,0013 
6,4871 0,4847 7,472518669 150,0000 6,9708 
150,0000 6,4892 
Xm Ym A B  

















CONC. (Xi-Xm) (Xi-Xm)^2 (Yi-Ym) (Yi-Ym)^2 (Xi-Xm)*(Yi-Ym) Yprevisto RESÍDUO 
3,0000 -46,7143 2182,2245 -1,9730 3,8926 92,1661 0,0740 0,0556 
3,0000 -46,7143 2182,2245 -1,9881 3,9527 92,8742 0,0740 0,0405 
3,0000 -46,7143 2182,2245 -1,9819 3,9280 92,5842 0,0740 0,0467 
5,0000 -44,7143 1999,3673 -1,9231 3,6982 85,9885 0,1608 0,0187 
5,0000 -44,7143 1999,3673 -1,8877 3,5634 84,4068 0,1608 0,0541 
5,0000 -44,7143 1999,3673 -1,9117 3,6544 85,4782 0,1608 0,0301 
10,0000 -39,7143 1577,2245 -1,7085 2,9190 67,8521 0,3780 0,0161 
10,0000 -39,7143 1577,2245 -1,7165 2,9463 68,1689 0,3780 0,0081 
10,0000 -39,7143 1577,2245 -1,7693 3,1306 70,2684 0,3780 -0,0447 
30,0000 -19,7143 388,6531 -0,8628 0,7443 17,0086 1,2465 -0,0066 
30,0000 -19,7143 388,6531 -0,7702 0,5932 15,1832 1,2465 0,0859 
30,0000 -19,7143 388,6531 -0,9580 0,9177 18,8856 1,2465 -0,1019 
50,0000 0,2857 0,0816 -0,1472 0,0217 -0,0421 2,1150 -0,1596 
50,0000 0,2857 0,0816 0,0144 0,0002 0,0041 2,1150 0,0020 
50,0000 0,2857 0,0816 -0,1454 0,0211 -0,0415 2,1150 -0,1578 
100,0000 50,2857 2528,6531 2,0781 4,3184 104,4981 4,2863 -0,1056 
100,0000 50,2857 2528,6531 2,3758 5,6446 119,4709 4,2863 0,1921 
100,0000 50,2857 2528,6531 2,1214 4,5004 106,6764 4,2863 -0,0623 
150,0000 100,2857 10057,2245 3,8987 15,1999 390,9843 6,4576 -0,4563 
150,0000 100,2857 10057,2245 4,8682 23,6993 488,2103 6,4576 0,5132 




106,5882 2440,5375   
 
 Sxx  Sxy    

































1 0,2822 3,0000 -2,7178 9,4082 
2 0,2765 3,0000 -2,7235 9,2158 
3 0,2788 3,0000 -2,7212 9,2949 
4 0,2875 3,0000 -2,7125 9,5820 
5 0,2923 3,0000 -2,7077 9,7431 
6 0,2486 3,0000 -2,7514 8,2878 
Média 0,2777    
DP 0,02    












1 1,0000 10,0000 -9,0000 9,9997 
2 0,9875 10,0000 -9,0125 9,8745 
3 0,8887 10,0000 -9,1113 8,8866 
4 0,9565 10,0000 -9,0435 9,5654 
5 0,9911 10,0000 -9,0089 9,9113 
6 0,9729 10,0000 -9,0271 9,7291 
Média 0,9661       
DP 0,04    












1 4,7969 50,0000 -45,2031 9,5938 
2 4,6467 50,0000 -45,3533 9,2933 
3 4,7101 50,0000 -45,2899 9,4202 
4 4,7996 50,0000 -45,2004 9,5991 
5 4,4207 50,0000 -45,5793 8,8415 
6 4,9360 50,0000 -45,0640 9,8720 
Média 4,7183       
DP 0,18    
















1 14,7559 150,0000 -135,2441 9,8373 
2 14,9064 150,0000 -135,0936 9,9376 
3 14,9695 150,0000 -135,0305 9,9796 
4 14,1766 150,0000 -135,8234 9,4510 
5 14,0057 150,0000 -135,9943 9,3371 
6 14,6350 150,0000 -135,3650 9,7567 
Média 14,5748       
DP 0,40    













1 0,3271 3,0000 -2,6729 10,9028 
2 0,3150 3,0000 -2,6850 10,4997 
3 0,3180 3,0000 -2,6820 10,5997 
4 0,3214 3,0000 -2,6786 10,7125 
5 0,3186 3,0000 -2,6814 10,6208 
6 0,2739 3,0000 -2,7261 9,1309 
Média 0,3123       
DP 0,02    












1 0,9532 10,0000 -9,0468 9,5321 
2 0,8544 10,0000 -9,1456 8,5444 
3 0,8819 10,0000 -9,1181 8,8191 
4 0,9073 10,0000 -9,0927 9,0731 
5 0,8640 10,0000 -9,1360 8,6396 
6 0,9162 10,0000 -9,0838 9,1625 
Média 0,8962       
DP 0,04    

















1 4,5093 50,0000 -45,4907 9,0185 
2 4,5142 50,0000 -45,4858 9,0284 
3 4,5796 50,0000 -45,4204 9,1591 
4 4,5566 50,0000 -45,4434 9,1131 
5 4,5836 50,0000 -45,4164 9,1671 
6 4,5762 50,0000 -45,4238 9,1525 
Média 4,5532       
DP 0,03    












1 14,9262 150,0000 -135,0738 9,9508 
2 13,8421 150,0000 -136,1579 9,2281 
3 14,5964 150,0000 -135,4036 9,7309 
4 14,9560 150,0000 -135,0440 9,9707 
5 14,9631 150,0000 -135,0369 9,9754 
6 14,9388 150,0000 -135,0612 9,9592 
Média 14,7038       
DP 0,44    













1 0,2966 3,0000 -2,7034 9,8875 
2 0,2970 3,0000 -2,7030 9,8988 
3 0,3520 3,0000 -2,6480 11,7325 
4 0,2969 3,0000 -2,7031 9,8954 
5 0,2499 3,0000 -2,7501 8,3309 
6 0,2957 3,0000 -2,7043 9,8557 
Média 0,2980       
DP 0,03     

















1 0,9874 10,0000 -9,0126 9,8736 
2 0,9436 10,0000 -9,0564 9,4362 
3 0,9323 10,0000 -9,0677 9,3232 
4 0,9211 10,0000 -9,0789 9,2107 
5 0,9833 10,0000 -9,0582 9,8332 
6 0,9418 10,0000 -9,0484 9,4175 
Média 0,9516       
DP 0,03     













1 4,4579 50,0000 -45,5421 8,9157 
2 4,3373 50,0000 -45,6627 8,6747 
3 4,3911 50,0000 -45,6089 8,7823 
4 4,5379 50,0000 -45,4621 9,0759 
5 3,9553 50,0000 -46,0447 7,9105 
6 4,4672 50,0000 -45,5328 8,9345 
Média 4,3578       
DP 0,21     













1 14,7774 150,0000 -135,2226 9,8516 
2 14,8921 150,0000 -135,1079 9,9280 
3 14,6167 150,0000 -135,3833 9,7445 
4 15,0202 150,0000 -134,9798 10,0134 
5 14,8853 150,0000 -135,1147 9,9236 
6 14,9549 150,0000 -135,0451 9,9700 
Média 14,8578       
DP 0,14     



















1 0,3043 0,3000 0,0043 101,4487 
2 0,2903 0,3000 -0,0097 96,7629 
3 0,2958 0,3000 -0,0042 98,6077 
4 0,3322 0,3000 0,0322 110,7420 
5 0,3476 0,3000 0,0476 115,8587 
6 0,2617 0,3000 -0,0383 87,2441 
    Média 101,7774 
    DP 10,25 












1 1,0582 1,0000 0,0582 105,8196 
2 0,9944 1,0000 -0,0056 99,4445 
3 0,9183 1,0000 -0,0817 91,8269 
4 0,9879 1,0000 -0,0121 98,7903 
5 1,0234 1,0000 0,0234 102,3386 
6 1,0047 1,0000 0,0047 100,4697 
   Média 99,7816 
   DP 4,64 











1 4,5485 5,0000 -0,4515 90,9705 
2 4,7983 5,0000 -0,2017 95,9661 
3 4,8383 5,0000 -0,1617 96,7659 
4 4,9301 5,0000 -0,0699 98,6017 
5 4,5485 5,0000 -0,4515 90,9705 
6 4,9857 5,0000 -0,0143 99,7138 
      Média 95,4981 
     DP 3,75 
















1 15,5156 15,0000 0,5156 103,4374 
2 15,2545 15,0000 0,2545 101,6967 
3 15,1023 15,0000 0,1023 100,6822 
4 14,3129 15,0000 -0,6871 95,4194 
5 14,6714 15,0000 -0,3286 97,8091 
6 14,6975 15,0000 -0,3025 97,9831 
      Média 99,5046 
     DP 2,95 













1 0,4567 0,3000 0,1567 152,2402 
2 0,3975 0,3000 0,0975 132,5051 
3 0,4115 0,3000 0,1115 137,1607 
4 0,3922 0,3000 0,0922 130,7243 
5 0,4322 0,3000 0,1322 144,0794 
6 0,3512 0,3000 0,0512 117,0516 
   Média 135,6269 
   DP 12,07 











1 1,0731 1,0000 0,0731 107,3090 
2 0,9055 1,0000 -0,0945 90,5521 
3 0,9320 1,0000 -0,0680 93,1978 
4 1,0278 1,0000 0,0278 102,7825 
5 0,9147 1,0000 -0,0853 91,4692 
6 1,1050 1,0000 0,1050 110,4966 
     Média 99,3012 
     DP 8,68 

















1 4,4252 5,0000 -0,5748 88,5035 
2 4,4299 5,0000 -0,5701 88,5982 
3 4,6817 5,0000 -0,3183 93,6340 
4 4,6495 5,0000 -0,3505 92,9907 
5 4,4967 5,0000 -0,5033 89,9345 
6 4,7746 5,0000 -0,2254 95,4919 
   Média 91,5255 
   DP 2,92 












1 16,2253 15,0000 1,2253 108,1690 
2 13,3499 15,0000 -1,6501 88,9992 
3 14,1392 15,0000 -0,8608 94,2615 
4 15,6915 15,0000 0,6915 104,6102 
5 15,5955 15,0000 0,5955 103,9697 
6 16,2769 15,0000 1,2769 108,5128 
    
 
Média 101,4204 
     DP 7,98 














1 0,3142 0,3000 0,0142 104,7186 
2 0,3180 0,3000 0,0180 105,9895 
3 0,3390 0,3000 0,0390 113,0156 
4 0,2965 0,3000 -0,0035 98,8439 
5 0,2299 0,3000 -0,0701 76,6282 
6 0,2876 0,3000 -0,0124 95,8546 
   Média 99,1751 
   DP 12,56 
















1 0,9792 1,0000 -0,0208 97,9192 
2 0,9351 1,0000 -0,0649 93,5066 
3 0,9237 1,0000 -0,0763 92,3668 
4 0,9123 1,0000 -0,0877 91,2312 
5 0,9751 1,0000 -0,0249 97,5119 
6 0,9870 1,0000 -0,0130 98,7037 
     Média 95,2066 
     DP 3,21 











1 4,4806 5,0000 -0,5194 89,6128 
2 4,3590 5,0000 -0,6410 87,1805 
3 4,4133 5,0000 -0,5867 88,2663 
4 4,6802 5,0000 -0,3198 93,6047 
5 3,9736 5,0000 -1,0264 79,4710 
6 4,4901 5,0000 -0,5099 89,8019 
     Média 87,9895 
     DP 4,71 












1 15,0030 15,0000 0,0030 100,0202 
2 15,1253 15,0000 0,1253 100,8355 
3 14,8434 15,0000 -0,1566 98,9562 
4 14,7710 15,0000 -0,2290 98,4734 
5 14,8541 15,0000 -0,1459 99,0273 
6 15,0428 15,0000 0,0428 100,2851 
     Média 99,5996 
     DP 0,91 
      DPR(%) 0,92 
 
